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pharyngeal tumors are more responsive to treatment with radiochemotherapy than 
patients with HPV-negative pharyngeal tumors. Due to the severe side effects of the 
treatment, it is reasonable to reduce the intensity of treatment for patients with HPV-
positive pharyngeal cancer. This includes reducing the radiation dose and lowering 
the concentration of chemotherapy or replacing used cytostatics with less harmful 
ones. We evaluated the response of HPV-positive (SCC090) and HPV-negative 
(Detroit 562) cell lines to radiation and exposure to chemotherapeutics cisplatin, 
bleomycin, and carboplatin. We used the clonogenic and metabolic activity assay to 
evaluate the effect of irradiation and exposure to chemotherapeutics cisplatin, 
bleomycin, and carboplatin. We have shown that the HPV-positive (SCC090) and 
HPV-negative (Detroit 562) cell lines are essentially equally sensitive to radiation 
and chemotherapeutics cisplatin, bleomycin, and carboplatin. We also demonstrated 
that chemotherapeutics bleomycin and carboplatin have the same effect on the 
SCC090 and Detroit 562 cell lines. Of the selected chemotherapeutics, cisplatin had 
the most significant effect on cell lines SCC090 and Detroit 562. For more detailed 
characterisation of SCC090 and Detroit 562 cell lines, further in vitro studies are 
required, which include monitoring of DNA damage repair and determination of cell 
distribution in the cell cycle phases after irradiation or exposure to 
chemotherapeutics. The effects of other chemotherapeutics on cell lines could also 
be compared. The comparison between the cell lines could also be performed in vivo, 
in laboratory mice.  
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
AMEM  izboljšano gojišče MEM (ang. Advanced Minimum Essential 
Medium) 
CDK  od ciklina odvisne kinaze (ang. cyclin dependant kinase) 
CDKN2A  od ciklina odvisni kinazni inhibitor 2A (ang. cyclin dependant 
kinase inhibitor 2A) 
Detroit 562 HPV-negativna celična linija ploščatoceličnega karcinoma žrela  
Domena PDZ  domena PSD-95/Dlg-A/ZO-1 (ang. PSD-95/Dlg-A/ZO-1 domain) 
EC50  srednja efektivna koncentracija (ang. half maximal effective 
concentration) 
EGF  epidermalni rastni dejavnik (ang. epidermal growth factor) 
EGFR receptor za epitelne rastne dejavnike (ang. epidermal growth factor 
receptor) 
FBS fetalni goveji serum (ang. fetal bovine serum) 
HPV humani papilomavirus (ang. human papillomavirus) 
IC50  srednja inhibitorna koncentracija (ang. half maximal inhibitory 
concentration) 
LCR  dolga kontrolna regija (ang. long control region) 
LQ model  linearno kvadratni model (ang. linear quadratic model) 
MHC-1  poglavitni histokompatibilni kompleks razreda 1 (ang. major 
histocompatibility complex 1) 
PBS  fosfatni pufer (ang. phosphate buffered saline) 
PE uspešnost nasaditve (ang. platting efficiency) 
PIK3CA gen, ki kodira katalitično podenoto α fosfatidilinozitol 3-kinaz 
(PI3K) (ang. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, 
catalytic subunit alpha) 
SCC090  HPV-pozitivna celična linija ploščatoceličnega karcinoma žrela 
(ang. squamous cell carcinoma 090) 
SF delež preživelih celic (ang. surviving fraction) 
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1 UVOD 
Rak je vodilni vzrok smrti v gospodarsko razvitih državah. Velika razširjenost bolezni je 
predvsem posledica staranja prebivalstva in prevzemanja življenjskega sloga, ki vključuje 
kajenje, pomanjkanje fizične aktivnosti in manj kvalitetno prehranjevanje (Jemal in sod., 
2011).  
 
Rak je skupek spremenjenih celic, ki se nenadzorovano delijo, se lahko vraščajo v sosednja 
tkiva in razraščajo v oddaljene organe (Onkološki inštitut Ljubljana, 2018). Karcinom žrela 
spada med rake glave in vratu. Pri karcinomu žrela gre navadno za raka ploščatih celic 
vrhnjice, ki obdaja notranji sloj dihalno-prebavne cevi v območju glave in vratu (Strojan in 
sod., 2018). Vedno bolj pomemben povzročitelj raka ploščatih celic žrela je humani 
papilomavirus (HPV).  
 
HPV je DNA virus, ki svojo DNA prenese v gostiteljsko celico in povzroči izražanje virusnih 
genov. Virusni proteini vplivajo na regulacijo celičnega cikla in popravljalne mehanizme 
celic, zaradi česar se normalne celice lahko transformirajo v rakave celice. Najpomembnejša 
onkogena, ki ju izraža HPV sta E6 in E7. Onkoproteina E6 in E7 v gostiteljski celici 
povzročita številne spremembe, najpomembnejša je inaktivacija tumorskih supresorskih 
proteinov. Protein E6 inducira razgradnjo tumorskega supresorskega proteina p53. Protein 
p53 uravnava celični cikel in celice ustavi na nadzorni točki G1/S, kjer se preverja, ali je 
DNA poškodovana. Če je p53 odsoten, celice niso sposobne tvoriti odziva na poškodbe 
DNA. Zato so te celice bolj nagnjene h genomski nestabilnosti in potencialni spremembi v 
rakavo celico (Marur in sod., 2010). Protein E7 veže in inaktivira tumorski supresorski 
protein pRB. Protein pRB sodeluje pri zaviranju napredovanja celic v fazo S celičnega cikla. 
Izguba aktivnosti pRB sproži deregulacijo celičnega cikla, kar je lahko povod za spremembo 
v rakavo celico (Giacinti in sod., 2006). 
 
Bolniki s tumorji žrela, ki so posledica okužbe s HPV (HPV-pozitivni), imajo boljši odziv 
na standardno zdravljenje (obsevanje v kombinaciji s kemoterapijo) kot bolniki s tumorji 
žrela, ki niso posledica okužbe s HPV (HPV-negativni). Boljši odziv je verjetno posledica 
večje občutljivosti HPV-pozitivnih rakavih celic na ionizirajoče sevanje in nekatere 
kemoterapevtike (Marur in sod., 2010). Zdravljenje karcinoma glave in vratu povzroča hude 
neželene učinke, ki lahko puščajo trajne posledice. Ker so bolniki s HPV-pozitivnim 
karcinomom bolj občutljivi na zdravljenje, je smiselno zmanjšanje intezivnosti zdravljenja 
za to skupino bolnikov (Mirghani in sod., 2017).  
 
Rezultati in vitro raziskav določanja občutljivosti HPV-pozitivnih in HPV-negativnih 
celičnih linij ploščatoceličnih rakov glave in vratu še niso povsem enotni (Mirghani in sod., 
2017). Večina raziskav kaže na to, da je odziv na obsevanje in kemoterapevtik cisplatin pri 
HPV-pozitivnih celicah boljši. Zato smo želeli to preveriti tudi na HPV-pozitivni celični 
liniji SCC090 in HPV-negativnih celični liniji Detroit 562. Odziv HPV-pozitivnih in HPV-
negativnih celičnih linij smo želeli določiti tudi na kemoterapevtikih bleomicinu in 
karboplatinu, ker to še ni bilo opisano.  
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1.1 NAMEN 
V magistrski nalogi smo ovrednotili dve celični liniji, SCC090 in Detroit 562. Namen 
magistrske naloge je bil: 
 karakterizacija celičnih linij SCC090 in Detroit 562 za raziskave HPV-pozitivnih in 
HPV-negativnih ploščatoceličnih rakov glave in vratu, 
 ugotoviti, ali se občutljivost HPV-pozitivnih rakavih celic žrela na obsevanje in 
kemoterapevtike razlikuje od občutljivosti HPV-negativnih rakavih celic žrela. 
1.2 HIPOTEZA 
1. HPV-pozitivne celice raka ustnega dela žrela so na obsevanje in kemoterapevtike: 
cisplatin, bleomicin in karboplatin bolj občutljive kot HPV-negativne celice. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 RAK  
Rak je bil prisoten že v prazgodovinskih časih. Najstarejši dokazi raka so tumorji, najdeni v 
fosiliziranih dinozavrih, ki so živeli pred 70 milijoni let. Najstarejši zapis, ki omenja raka pri 
ljudeh, sta rokopisa iz starodavnega Egipta izpred 1500 in 1600 pr.n.š., kjer je opisano 
operativno, farmakološko in čarobno zdravljenje raka. Najzgodnejše rakave tvorbe pri ljudeh 
so bile najdene v Egiptovskih in Perujskih mumijah 1500 let pr.n.š. Rak torej ni novodobna 
bolezen (Faguet, 2014). 
 
Rak je oznaka za skupino več sto različnih bolezni, ki se lahko pojavijo v vseh tkivih in 
organih človeškega organizma. Razlikujejo se po izvoru, pogostosti in občutljivosti na 
zdravljenje. Rak je bolezen, ki je posledica mutacije genov (SLORA, 2018) in epigenetskih 
sprememb v telesnih ali spolnih celicah. Epigenetske spremembe spremenijo uravnavo 
genskega izražanja (Nebiosso, 2018). Lahko je deden ali pa je posledica škodljivih 
dejavnikov, ki povzročajo okvare genov. Škodljivi dejavniki so lahko fizikalni (npr. 
ultravijolično (UV) sevanje), kemični (npr. tobačni dim) ali biološki (npr. virus HPV). 
Dejavniki povzročajo mutacije neposredno ali pa posredno, tako da okvarijo popravljalne 
mehanizme celic. Nepovratna sprememba povzroči nenadzorovano delitev celic, ki se 
vraščajo v sosednja zdrava tkiva v telesu. Tumorske celice se lahko razširijo po telesu preko 
limfnega in/ali krvnega sistema v oddaljene organe, kjer nastanejo zasevki (SLORA, 2018). 
Pojavnost raka pri nas in po svetu narašča predvsem zaradi staranja prebivalstva in povečanja 
prisotnosti karcinogenov v okolju in v potrošniških produktih (Faguet, 2014). Število novih 
primerov je bilo med leti 2011 in 2015 povprečno 13.828 oseb (SLORA, 2018).  
 
ZNAČILNOSTI TUMORSKIH CELIC 
Glavne značilnosti tumorskih celic so bile opisane leta 2000. Definiranih je bilo 6 lastnosti 
tumorskih celic (Hanahan & Weinberg, 2000):  
 stalno signaliziranje, ki vzpodbuja rast celic, 
 izogibanje signalom za zaviranje rasti, 
 invazija v tkiva in zasevanje,  
 neomejen potencial delitve,  
 indukcija angiogeneze, 
 neodzivnost na signale, ki sprožajo celično smrt.  
Kasneje pa so značilnostim tumorskih celic dodali še dve novi značilnosti (Hanahan & 
Weinberg, 2011): 
 spremembe v celičnem metabolizmu (Warburgov učinek),  
 izogibanje imunskemu sistemu. 
Pomembni značilnosti tumorskih celic, ki omogočata nastanek tumorjev, sta tudi: 
 genomska nestabilnost in nastajanje mutacij, 
 vnetni procesi, ki spodbujajo rast tumorjev (aktiven vpliv na delovanje imunskega 
sistema).  
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Slika 1: Glavne značilnosti tumorskih celic (prirejeno po Hanahan in Weinberg, 2011) 
2.2 KANCEROGENEZA 
Po klonalni teoriji nastanka raka tumor nastane iz ene same, katerekoli, fenotipsko normalne 
celice (Messerschmidt in sod., 2017). Za transformacijo v tumorsko celico so potrebne 
spremembe, ki so posledica delovanja kancerogenih dejavnikov. Najprej nastanejo mutacije, 
ki spremenijo celični genetski zapis, nato pa se te mutacije izrazijo in vplivajo na izražanje 
in delovanje drugih genov brez neposrednega vpliva na njihov genski zapis. Vse te 
spremembe so ireverzibilne in se prenesejo v naslednjo generacijo celic tudi zaradi 
neučinkovitega delovanja popravljalnih mehanizmov v celici.  
 
Kancerogeneza je večstopenjski proces. Začetna stopnja je iniciacija (Novaković, 2018), v 
kateri določena sprememba zdravo celico spremeni in ji omogoči selektivno prednost v rasti, 
ki je normalne celice nimajo (Nowell, 1976). Sprememba je posledica vpliva kancerogenih 
dejavnikov, ki povzročijo nastanek mutacij ali pa spremenijo status metilacije promotorskih 
regij protoonkogenov (metilacija se zmanjša) in tumorskih supresorskih genov (metilacija 
se poveča). Naslednja je stopnja promocije, v kateri se namnožijo celice s kritičnimi 
mutacijami. Zaradi genetske nestabilnosti v razširjajoči se tumorski populaciji je nadaljnje 
kopičenje mutacij olajšano (Novaković, 2018). Nastanejo spremenjene mutirane celice, ki 
jih zdrav organizem večinoma prepozna in izloči. Občasno pa pridobijo spremenjene celice  
dodatno selektivno prednost glede na ostale spremenjene celice in postanejo prekurzorji za 
novo prevladujočo pod-populacijo. Sčasoma s selekcijo nastajajo vedno bolj genetsko in 
biološko nenormalne tumorske celice (Nowell, 1976). Najpomembnejše mutacije so v genih, 
ki sprožijo apoptozo, saj se s tem prepreči programirana celična smrt celic s spremenjeno 
DNA. Zadnja stopnja kancerogeneze je napredovanje, pri katerem pride do izražanja 
pridobljenih lastnosti z malignim fenotipom. Lastnosti malignega fenotipa so 
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nenadzorovano podvojevanje, nedelujoč sistem za sprožanje apoptoze, dediferenciacija 
celic, slabše izražanje adhezijskih molekul, tvorba rastnih dejavnikov, ki spodbujajo 
nastanek tumorskega krvožilja. Tej stopnji sledi metastaziranje in klonalna selekcija celic, 
ki imajo še agresivnejše lastnosti. Za metastaziranje so potrebne spremembe, ki rakavim 
celicam omogočajo uspešno pritrditev in razmnoževanje v oddaljenih organih oz. tkivih 
(Novaković, 2018).   
2.3 DEJAVNIKI, POVEZANI Z NASTANKOM RAKA 
Nastanka bolezni ni mogoče povezati z enim samim dejavnikom, saj je bolezen končni 
rezultat delovanja škodljivih in zaščitnih dejavnikov. Na razvoj raka vplivajo dejavniki 
okolja, načina življenja, dedna nagnjenja in naključje. Dejavnike delimo na okoljske in 
podedovane genetske dejavnike. Okoljski dejavniki so lahko fizikalni, kemijski, biološki 
in drugi dejavniki, povezani z življenjskim slogom. Pomembni fizikalni dejavniki so 
ionizirajoča sevanja in sončno sevanje. Ionizirajoča sevanja so elektromagnetna valovanja z 
dovolj veliko energijo, da cepijo kemijske vezi. Viri ionizirajočega sevanja so naravno 
ozadje in umetni viri. Naravno ozadje sestavljajo sevanje radioaktivnih elementov in 
kozmičnih žarkov. Umetni vir ionizirajočega sevanja so jedrski poskusi, ionizirajoče 
sevanje, ki nastane ob vzdrževanju jedrskih reaktorjev, in tudi postopki, ki jih uporabljamo 
za diagnostiko in zdravljenje v medicini. Sončno sevanje je elektromagnetno valovanje več 
valovnih dolžin. Infrardeče sevanje in vidna svetloba sta neškodljiva, UV sevanje pa je 
škodljivo. Pomembni kemijski dejavniki so različne nevarne snovi, kot so težke kovine, 
azbest, benzen in sestavine tobačnega dima. Povezani so predvsem z nastankom pljučnega 
raka, raka kože, mehurja, ledvic, jeter in bezgavk. Pretirana izpostavljenost tobaku in 
alkoholu sta glavna etiološka dejavnika, ki sta povezana z nastankom raka glave in vratu. 
Kronična izpostavljenost alkoholu in tobaku poveča izpostavitev sluznice zgornjega dela 
dihal in prebavil mutagenim dejavnikom (Park in sod., 2011). Tobak vsebuje več kot 30 
različnih rakotvornih spojin. Alkohol sam po sebi ni rakotvoren, deluje pa kot topilo za 
nekatere rakotvorne spojine, pri čemer poveča njihov vnos v celice, zmanjša produkcijo 
sline, kar poveča koncentracijo kancerogenih dejavnikov in je povezan z neustrezno 
prehrano in pomanjkanjem vitaminov (Maier in sod., 1992). Ko se kajenje in uživanje 
alkohola pojavljata skupaj, se njun učinek potencira, saj delujeta sinergistično (Hashibe in 
sod., 2009). Med biološke dejavnike pa spadajo sevi vrste Helicobacter pylori pri 
želodčnem raku, nekateri humani virusi papiloma pri raku materničnega vratu ter raku ust in 
žrela ter virusi hepatitisa B in C, ki lahko vodijo v razvoj raka jeter. Dejavniki, ki so povezani 
z življenjskim slogom, so debelost, pretirano sedenje, kajenje in prekomerno uživanje 
alkohola. Povezani so z rakom na debelem črevesu in danki, rakom na dojki ter pljučnim 
rakom (SLORA, 2018).  
 
Pri nastanku raka imajo pomembno vlogo tudi genetski dejavniki. Najpomembnejši 
dejavnik je obramba telesa proti kancerogenim snovem, ki pridejo v telo. Zato so pomembni 
obrambni procesi biotransformacije, razstrupitve in izločanja rakotvornih snovi. V primeru 
nastalih mutacij pa so pomembni tudi popravljalni mehanizmi DNA in apoptotske poti v 
celicah. Nagnjenost posameznika k raku glave in vratu je odvisna od genetskih in 
epigenetskih variacij. Geni, z zapisom za encime, ki sodelujejo pri obrambnih procesih, so 
lahko v več polimorfnih variantah. Genetski polimorfizem lahko spremeni aktivnost 
encimov, ki katalizirajo reakcije obrambnih procesov. Zaradi različnih genetskih 
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polimorfnih variant je aktivost encimov pri posameznikih različna, posledično pa so 
posamezniki bolj ali manj občutljivi na rakotvorne snovi. Rak glave in vratu je v večini 
primerov bolezen različnih dejavnikov, ki prispevajo k nastanku bolezni. Njen nastanek je 
odvisen od stopnje izpostavljenosti rakotvornim snovem in genetske predispozicije 
posameznika (Lacko, 2013).  
2.4 RAK GLAVE IN VRATU 
Raki glave in vratu predstavljajo v svetovnem merilu pri človeku 6 % vseh malignih 
tumorjev, v Sloveniji pa 3,3 % vseh novo odkritih rakov. V skupino spadajo maligni tumorji 
ustne votline, žrela (ustnega žrela, nosnega žrela in spodnjega žrela), grla (zgornjega, 
srednjega in spodnjega dela), nosne votline, obnosnih votlin in žlez slinavk. Večina rakov 
glave in vratu so ploščatocelični karcinomi (90 %), ki nastanejo v sluznici. Širijo se lokalno 
in lahko tvorijo zasevke v bezgavkah vratu ali sistemske zasevke v pljučih, jetrih in kosteh. 
Pri obolenju pride do funkcionalnih okvar odvisno od prizadetega področja, ki se kažejo z 
motnjo govora, okusa, vonja, dihanja, glasu in požiranja (Strojan in sod., 2018). 
 
 
Slika 2: Anatomski predeli glave in vratu (Strojan in sod., 2018) 
Edina znanstveno potrjena kužna agensa, ki sodelujeta pri razvoju raka glave in vratu, sta 
virus Epstein-Barr in človeški papilomavirus (HPV) (Sturgis, 2004). Virus Epstein-Barr je 
prvi raziskani človeški virus, ki je vzrok za nastanek tumorjev. Je najbolj pogost človeški 
virus, ki interagira s celicami B (Young in sod., 2016). HPV je vedno pogostejši vzrok za 
nastanek raka glave in vratu. Povzročitelj je večinoma podtip HPV-16 (80 %), redkeje pa 
HPV-18. Rezultati kliničnih raziskav kažejo, da so bolniki raka glave in vratu, okuženi s 
HPV bolj odzivni na zdravljenje kot neokuženi, kar je verjetno posledica večje občutljivosti 
tumorja na obsevanje in kemoterapevtike (Marur in sod., 2010). 
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2.4.1 HPV-pozitivni rak glave in vratu 
Klinične in epidemiološke lastnosti HPV-pozitivnega raka glave in vratu so naraščajoča 
pojavnost, bolniki so mlajši, imajo višji socialno-ekonomski status, večinoma niso kadilci, 
ne uživajo pretiranih količin alkohola, imajo pa v življenju več spolnih partnerjev. Glavni 
dejavnik tveganja je spolno vedenje (Dok in Nuyts, 2016). Tumorji se pojavljajo večinoma 
v ustnem delu žrela, na obeh nebnicah in na bazi jezika (Strojan in sod., 2018). Biološke 
značilnosti so razgradnja p53, ki je uravnana s proteinom E6, razgradnja pRB, uravnana s 
proteinom E7, in čezmerno izražanje gena p16INK4a, z zapisom za protein p16. Prognoza 
bolezni je dobra (Dok in Nuyts, 2016).  
2.4.2 HPV-negativni rak glave in vratu 
Klinične in epidemiološke značilnosti HPV-negativnega raka glave in vratu so padajoča 
pojavnost ter bolniki, ki so starejši in nižjega socialno-ekonomskega statusa. Glavna 
dejavnika tveganja sta izpostavitev kajenju in pretirano uživanje alkohola. Tumorji se 
pojavljajo povsod v predelu glave in vratu. Prognoza bolezni je slaba. Nastanek raka vodi 
vrsta mutacij v tumor supresorskih genih in protoonkogenih. Mutacije se večinoma dogajajo 
naključno. Biološke lastnosti so mutacije v poti TP53, inaktivacijske mutacije ali druge 
spremembe v poti pRB, navadno zmanjšano izražanje gena p16INK4a z inaktivacijskimi 
mutacijami in hipermetilacijo. Histološko so ploščatocelične rakave celice skromno do 
dobro diferencirane in keratinizirane (Dok in Nuyts, 2016). 
2.5 HPV-VIRUS 
HPV spada med viruse papiloma, ki so del družine Papillomaviridae. Virusi papiloma so 
večinoma vrstno specifični (Garbuglia in sod., 2014). HPV so epitelotropni virusi z afiniteto 
do keratinocitov in so kužni za ljudi. Večinoma jih najdemo v anogenitalnem traktu, sečnici, 
koži, grlu, oralni in tracheobronhialni sluznici. Trenutno poznamo že več kot 150 tipov HPV.  
 
 
Slika 3: 3D-slika površine virusa HPV (levo). Slika virusov HPV z električnim mikroskopom (desno). Avtor 
slik: Susan Hafenstein, Penn State 
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Struktura virusa je ikozaedrična, brez ovoja, s kapsido in majhno dvoverižno virusno DNA. 
Kapsido sestavljajo notranji proteini L2 in zunanje kapsomere, sestavljene iz proteina L1. 
Proteini L2 so izpostavljeni zunanjosti le z N-terminalnimi konci.  
 
 
Slika 4: Struktura virusa HPV. Virus HPV je sestavljen iz notranjega proteina L2 in zunanjega proteina L1, 
ki sestavljata kapsido, in virusne DNA, ovite okoli histonov (prirejeno po Mohammed in sod., 2016) 
Genom HPV predstavlja krožna dvoverižna DNA, dolga približno 8 kbp. Genom je 
organiziran v 3 regije, z 8 prekrivajočimi bralnimi okvirji. Prva regija je dolga 4 kbp. 
Sestavljajo jo zgodnji geni E1, E2, E4, E5, E6 in E7, z zapisom za proteine, ki primarno 
sodelujejo pri podvojevanju virusne DNA in transformaciji celice. Druga regija je dolga 3 
kbp. Sestavljata jo pozna gena L1 in L2, ki kodirata strukturna proteina virusnih delcev 
(Psyrri in DiMaio, 2008). Tretja regija je nekodirajoča dolga kontrolna regija LCR (1 kbp), 
ki vsebuje elemente za regulacijo podvajanja virusa in izražanje genov (promotorske 
elemente, mesta za vezavo transkripcijskih dejavnikov in začetek podvajanja virusne DNA). 
Čeprav je število genov zaradi majhne velikosti genoma omejeno, je število kodiranih 
proteinov večje. Pri izražanju genov namreč sodeluje več promotorjev. Poleg tega je 
prisotnih več kompleksnih vzorcev alternativnega izrezovanja. Vsi papilomavirusi vsebujejo 
dobro ohranjene glavne gene, katerih produkti sodelujejo pri podvojevanju (E1 in E2) in 
pakiranju (L1 in L2). Ostali geni se lahko razlikujejo (E6, E7, E5 in E4) in sodelujejo pri 
vodenju vstopa v celični cikel, izogibanju imunskega sistema in sproščanju virusa.  
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Slika 5: Genom HPV, posamezni geni, ter njihove glavne vloge (prirejeno po Antonishyn, 2019) 
Vloge genov so pomembne pri življenjskem ciklu virusov in kancerogenezi. L1 in L2 
kodirata proteine virusne kapside. L1 kodira veliki, L2 pa mali kapsidni protein. E1 kodira 
od ATP odvisno DNA-helikazo, ki skupaj s proteinom E2 sproži podvojevanje virusnega 
genoma. E2 prav tako sodeluje pri ločitvi in razporeditvi kopij virusnih genomov med 
hčerinski celici pri celični delitvi. Med mitozo hkrati veže virusni genom in celične proteine, 
ki so povezani s kromatinom. S tem zagotovi pravilno ločitev virusnih genomov v hčerinske 
celice. Protein E4 sodeluje pri pakiranju virusnega genoma v kapsido in sproščanju virusa 
iz površinskih celic epitela. E5 je kratek transmembranski onkoprotein. Sodeluje pri 
transformaciji v gostiteljsko celico, blokira apoptozo v poznih fazah kancerogeneze 
(Rampias in sod., 2013) in sodeluje pri izogibanju imunskemu sistemu (Doorbar in sod., 
2015). E6 in E7 sta glavna onkoproteina in sta lahko uravnana z E2 na nivoju prepisovanja. 
Spodbujata napredovanje celic preko kontrolnih točk iz ene faze celičnega cikla v drugo in 
pomnoževanje virusnega genoma v diferenciranih keratinocitih (Rampias in sod., 2013). 
Inhibirata tudi prirojen imunski sistem (Doorbar in sod., 2015). E6 povzroči razgradnjo 
proteina p53, blokira apoptozo in interagira s proteini gostitelja preko domene PDZ (domena 
PSD-95/Dlg-A/ZO-1, je kratica, sestavljena iz prvih črk treh proteinov, ki domeno 
sestavljajo) (Fanning in sod., 1999). E7 pa inaktivira protein pRB, spodbuja sintezo in 
proliferacijo gostiteljske DNA ter interagira s proteini gostitelja (Rampias in sod., 2013).  
 
10 
Volk L. Občutljivost HPV- pozitivnih in HPV- negativnih humanih celičnih linij karcinoma žrela na izbrane kemoterapevtike. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
 
Genom HPV je lahko pri rakih v obliki episoma (ekstrakromosomalno), v integrirani obliki 
ali v obeh oblikah. Integracija virusne DNA v gostiteljsko se pogosto zgodi v regiji genov 
E1 in E2. Posledica je izguba negativne povratne zanke virusnega regulatornega proteina 
E2, ki zavira izražanje onkogenov. Poleg tega so prepisi genov integriranega virusnega 
genoma bolj stabilni kot prepisi episomalne virusne DNA. Integracija HPV je posledično 
povezana z izboljšano rastjo prizadetih celic in deluje kot selektivna prednost (Rampias in 
sod., 2013).  
 
HPV delimo na 5 evolucijskih skupin z različnimi epitelnimi preferencami pri okužbah in 
povezavami z boleznimi. To so Alfa, Beta, Gama, Mu in Nu virusi papiloma. Različni tipi 
HPV imajo variabilen genotip v zaporedjih genov E6 in E7 (Doorbar in sod., 2012).  
 
HPV alfa delimo na kožne in sluznične. Sluznične pa delimo na nizko rizične in visoko 
rizične HPV. Nizko rizični HPV predstavljajo nizko tveganje za razvoj novotvorb. Lahko 
tvorijo lezije, a po navadi ne povzročijo neoplazije. Lahko pa povzročijo nagnenje tkiva za 
razvoj s HPV povezanimi boleznimi in napredovanje raka, predvsem pri osebah z okrnjenim 
imunskim sistemom. Delovanje produktov onkogenov nizko rizičnih HPV je manj 
učinkovito v primerjavi z enakimi produkti onkogenov visoko rizičnih HPV (npr. proteina 
E6 in E7 nizko rizičnih HPV se slabše vežeta na tarčni protein v primerjavi z E6 in E7 visoko 
rizičnih HPV). Visoko rizični HPV predstavljajo visoko tveganje za razvoj novotvorb. 
Razvoj raka povzročajo predvsem na genitalnih predelih, pa tudi v predelu glave in vratu. 
Visoko rizični HPV se v populaciji ohranjajo predvsem zaradi produktivnih okužb, ne 
pojavljajo se naključno. Kužni delci nastajajo v intraepitelijskih lezijah ploščatoceličnega 
epitelija (Doorbar in sod., 2012). Te so ploščate in neopazne ter v večini primerov v roku 
leta in pol izginejo (Bosch in sod., 2008). Visoko rizični HPV so skozi evolucijo razvili 
sposobnost ohranitve v gostitelju tudi po več let in ohranitve celične proliferacije v bazalnem 
in parabazalnem sloju celic na nekaterih mestih okužbe. Ta pojav ni prisoten pri tipih nizko 
rizičnih HPV (Doorbar in sod., 2012). 
2.5.1 Življenjski cikel HPV 
Epitelijske celice ščitijo notranjost telesa pred zunanjimi dejavniki. Sestavljajo več plasti in 
oblikujejo epitelno tkivo. V spodnjem delu tkiva so bazalne celice oz. matične celice, ki so 
sposobne celične delitve. Ob celični delitvi ostane ena celica matična in njena sposobnost 
delitve je ohranjena, druga pa potuje proti površini. Z novimi celičnimi delitvami epitelijske 
celice prehajajo v višje sloje epitelija in postajajo vedno bolj ploščate. S prehajanjem v višje 
sloje se diferencirajo in izgubijo sposobnost celične delitve. Ko pridejo na površje epitelija, 
odmrejo in se odluščijo. Zgornji sloj epitelija ščiti bazalno membrano pred okužbami in 
poškodbami (Eckert in sod., 1989).  
 
Osnovni principi življenskega cikla vseh HPV so enaki (Psyrri in sod., 2008).  
 
Za okužbo epitelijskih bazalnih matičnih celic je potrebna poškodba debelega epitelijskega 
tkiva, ki bazalne celice izpostavi (Psyrri in sod., 2008). Virus interagira s površinskimi 
molekulami bazalnih celic, pri čemer se spremeni konformacija kapside. Sprememba 
konformacije omogoči internalizacijo viriona v celice. Ob vstopu v celico je večji del 
kapside podvržen razgradnji v lizosomu, protein L2 pa tvori kompleks z virusno DNA, ki 
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omogoči virusnemu genomu vstop v jedro (Bergant in sod., 2012). Aktivna delitev celic je 
obvezna za vstop virusnega genoma v jedro in ohranitev episoma. Virusna DNA se lahko 
integrira v gostiteljski genom (Doorbar in sod., 2015).  
 
Okužbi sledi začetna faza pomnoževanja virusnega genoma, nato pa vzdrževanje 
nizkega števila kopij (okoli 200 kopij v vsaki okuženi celici) (Pyeon in sod. 2009). Za 
začetno fazo pomnoževanja genoma sta ključna virusna replikacijska proteina E1 in E2. Ko 
se število kopij v celici stabilizira, pa sodelujeta pri vzdrževanju števila kopij. Protein E1 
kodira virusno specifično helikazo DNA, ki dvoverižno virusno DNA odpre in omogoči 
prepisovanje. Protein E2 regulira prepisovanje virusne DNA (Doorbar in sod., 2012) ter 
sodeluje pri ločevanju in razporejanju virusnih DNA med hčerinski celici (Rampias in sod., 
2013).  
 
Diferencirane epitelne celice nimajo sposobnosti celične delitve. Ker pa HPV nima lastnega 
podvojevalnega aparata, mora spodbuditi podvojevanje v diferenciranih celicah. Izražanje 
proteinov E6 in E7 sproži podvajanje v diferenciranih celicah epitelija zgornjega sloja 
(Doorbar in sod., 2012). Protein E6 veže in sproži razgradnjo tumorskega supresorskega 
proteina p53. Protein E7 pa veže in destabilizira tumorski supresorski protein pRB 
(retinoblastomski protein) in sorodne proteine. S tem diferencirani celici omogočita ponoven 
vstop v celični cikel, pri čemer se pomnoži tudi virusna DNA in s tem število kopij virusnega 
genoma naraste (Psyrri in sod., 2008). Pri pomnoževanju genoma virusa posredno sodelujeta 
tudi proteina E4 in E5. Predvsem spremenita celično okolje (Doorbar in sod., 2012). E5 
lahko tvori pore, preprečuje apoptozo (Kabsch in sod., 2004) in ima sposobnost spreminjanja 
znotrajceličnega prenašanja endocitotskih veziklov (Suprynowicz in sod., 2010). Sodeluje 
pri pomnoževanju virusnega genoma, saj posredno uravnava kopičenje proteina E1. Protein 
E4 se močno kopiči v celicah, kjer poteka sinteza in zavira rast celice. S tem podaljša fazo 
pomnoževanja. Sodeluje tudi pri sproščanju virusa iz površine epitelija. 
 
Ko se pomnoževanje virusnega genoma zaključi, se prične sestavljanje viriona. V celicah 
zgornjih plasti okuženega tkiva se izrazita strukturna proteina L1 in L2. Protein E2 zbere 
proteine L2 v jedro, kjer se sestavi skupaj s proteinom L1 in DNA v kužne viruse. Zorenje 
virusa poteka v najbolj površinskih, umirajočih keratinocitah. V njihovih mitohondrijih ne 
poteka oksidativna fosforilacija, kar spremeni okolje iz reducirajočega v oksidirajoče, to pa 
omogoči nastanek vezi med strukturnimi proteini. Nastanejo stabilni, kužni virusi, 
sestavljeni iz kapside in genoma. Na mestih enkapsulacije virusa se kopiči tudi protein E4, 
ki najverjetneje sodeluje pri sproščanju virusov. Z odluščenjem propadlih celic se sprostijo 
tudi kužni virusni delci (Doorbar in sod., 2012).  
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Slika 6: Življenjski cikel virusa HPV (prirejeno po Saxena in sod., 2018) 
2.5.2 Kancerogeneza s HPV 
Kancerogeneza je pri HPV-negativnih ploščatoceličnih rakih glave in vratu posledica 
pridobivanja velikega števila mutacij v različnih signalnih poteh. Pri HPV-pozitivnih pa je 
kancerogeneza uravnana z aktivnostjo virusnih onkoproteinov (Sano in sod., 2016). 
 
Razvoj raka, ki je posledica HPV, spodbuja več različnih dejavnikov: 
 delovanje onkoproteinov E6, E7 in E5, 
 epigenetske spremembe, 
 genomska nestabilnost, 
 vključitev virusne DNA v gostiteljski genom. 
 
Za tumorske viruse je značilno, da inhibirajo apoptozo, odziv gostitelja na okužbo in 
nenačrtovan vstop v fazo S celičnega cikla. 
2.5.2.1 Delovanje onkoproteinov E6, E7 in E5 
Glavna dejavnika pri nastanku in napredovanju rakave bolezni sta HPV-onkoproteina E6 
in E7.  
 
Keratinocite z diferenciacijo izgubijo možnost celične delitve. Glavna vloga visoko 
rizičnega proteina E7 je reprogramiranje diferenciranih keratinocit, tako da lahko ponovno 
vstopijo v celični cikel in izražajo proteine, ki so potrebni za podvojevanje virusnega 
genoma. Za to sta pomembni dve strategiji. Protein E7 veže in za razgradnjo označi celični 
protein Rb in člane družine Rb. Lahko pa protein Rb z vezavo le inaktivira. Protein Rb je 
tumorski supresorski protein, ki veže transkripcijski faktor E2F in s tem zavira 
nenadzorovano celično delitev. Transkripcijski faktor E2F ob odsotnosti Rb stimulira 
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izražanje genov, ki so potrebni za prehod celice iz faze G1 v fazo S celičnega cikla in sprožijo 
sintezo celične in virusne DNA. S tem omogoči ponoven vstop celic v celični cikel.  
 
E7 prav tako zavira delovanje zaviralcev od ciklina odvisne kinaze (CDK) (Sano in sod., 
2016). CDK so encimi, ki nadzorujejo napredovanje celice skozi celični cikel. Delovanje 
CDK je odvisno od proteinskih aktivatorjev (ciklinov) in inhibitorjev. Če so inhibitorji 
neaktivni, je celica pod stalnim pritiskom delitvenih signalov (Novaković, 2018). Ciklin-
CDK kompleks fosforilira protein Rb. S fosforilacijo proteina Rb, kompleks ciklin-CDK 
sproži nadaljevanje celičnega cikla. Pri tem se transkripcijski faktor E2F sprosti in sproži 
prepis genov, potrebnih za prehod v fazo S. Konstantno delecijo celic zavirata inhibitorja 
p21 in p27. Proteina p21 in p27 kompleksu ciklin-CDK preprečujeta fosforilacijo proteina 
pRB. Posledično pRB ostane vezan na E2F in prepisa genov faze S ni. E7 inhibira delovanje 
p21 in p27. Z inhibicijo p21 in p27 pa se celica ne ustavi na kontrolni točki, ampak vedno 
znova napreduje v fazo S celičnega cikla. To omogoči nekontrolirano pomnoževanje celic 
in virusne DNA. Za prekinitev ustavitve rasti sta potrebni tako degradacija Rb oziroma 
fosforilacija Rb kot odstranitev inhibitorjev. Tega so sposobni le visoko rizični HPV.  
 
 
Slika 7: Delovanje HPV proteina E7 na napredovanje celičnega cikla in na izražanje gena za protein p16 
(Sano in sod., 2016) 
Protein E7 omogoča dokončno diferenciranim keratinocitam prehod v fazo S celičnega cikla. 
S kontinuiranim prehodom v celični cikel ne pride do popravila poškodb, kar lahko aktivira 
apoptozo.  
 
Pomembna vloga proteina E6 je nasprotovanje celičnemu odzivu na poškodbe DNA in 
inhibicija pro-apoptotskih funkcij proteina p53. Protein E6 veže in označi tumorski 
supresorski protein p53 za degradacijo, uravnano z ubikvitinom. Direktno veže specifično 
ubikvitin ligazo AP, ki tvori kompleks s p53. S tem prepreči inhibicijo celične rasti. Protein 
p53 sproži tudi prepis p21, ki posredno inhibira ponoven prehod v celični cikel. Izničenje 
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poti p53 z E6 omogoči nemoten prehod preko kontrolnih točk in ponovni vstop v celični 
cikel. Posledica je deregulacija popravljanja poškodb DNA in celične senescence. 
 
Pomembna lastnost visoko rizičnih E6 je prisotnost PDZ vezavnega motiva na C-
terminalnem koncu. Motiv ni prisoten pri nizko rizičnih HPV. Proteini E6 preko te domene 
vežejo številne proteine z enako domeno, ki imajo najverjetneje tumorske supresorske 
funkcije. Te funkcije so lahko kontrola polarnosti celice, kontrola povezave med celicami in 
regulacija različnih signalnih poti.  
 
Protein E6 skupaj s proteinom E7 posredno stimulira izražanje telomeraze. S tem prepreči 
krajšanje telomer, kar je pomemben korak k celični nesmrtnosti.  
 
Pri transformaciji celic lahko sodeluje tudi protein E5, ki posredno regulira izražanje 
receptorja za epitelne rastne dejavnike (EGFR) in zmanjša aktivnost inhibitorjev CDK p21 
in p27. Epitelni rastni dejavniki (EGF) imajo tako večjo možnost vezave. Po vezavi na 
receptor EGF spremeni fluidnost celične membrane in poveča invazivnost tumorskih celic 
(Novaković, 2018).  
 
Pri večini okužb s HPV je le-ta asimptomatska, saj imunski sistem eliminira virusno 
infekcijo. Zato je pomembna pridobljena lastnost transformiranih celic izogibanje 
imunskemu sistemu. To omogočata proteina E6 in E7, ki preko različnih procesov blokirata 
učinek 1-interferona, ki ima protivirusne, anti-proliferativne, anti-angiogene in imuno-
stimulatorne aktivnosti. Pri izogibanju imunskemu sistemu pa sodeluje tudi protein E5. 
Protein E5 zmanjša nivo celičnih površinskih kompleksov MHC-1 (poglavitni 
histokompatibilni kompleks razreda 1) (Sano in sod., 2016), ki vežejo antigene in jih 
izpostavljajo na lastni površini. Za te antigene nastanejo protitelesa, ki uničijo tiste celice, ki 
imajo na površini specifične antigene (Wieczorek in sod., 2017). S tem protein E5 prepreči 
uničenje okuženih celic z imunskim sistemom (Sano in sod., 2016).  
2.5.2.2 Epigenetsko uravnavanje izražanja genov 
E7 sodeluje pri epigenetskem uravnavanju izražanja genov na dva načina. Interagira s 
histonskimi deacetilazami, s čimer zviša nivo acetilacije na promotorjih, ki jih regulira E2F. 
Posledično se geni faze S, ki jih uravnava E2F, bolj aktivno prepisujejo. S tem E7 prepreči 
ustavitev celičnega cikla na prehodu iz G1 v fazo S. Poleg tega E7 sproži prepis histonskih 
metiltransferaz in histonskih demetilaz, ki sodelujejo pri epigenetski regulaciji transkripcije 
genov (Sano in sod., 2016). Protein E7 sproži demetilacijo histona H3 K27, zaradi česar 
pride do pretiranega izražanja gena CDKN2A in posledično do kopičenja proteina p16. Poleg 
tega se ob prisotnosti proteina E7 poveča  prepisovanje genov, ki jih uravnava transkripcijski 
faktor E2F (proteini faze S), med drugim tudi gena za protein p16, ki se kopiči. Protein p16 
je dober biomarker za HPV-pozitivni rak glave in vratu, saj je njegovo kopičenje direktna 
posledica delovanja proteina E7. Protein p16 je eden izmed inhibitorjev CDK in moti tvorbo 
kompleksa ciklin-CDK (ciklin D – CDK4/6), s tem pa prepreči fosforilacijo pRB, ki ostane 
vezan na E2F (Lechner in sod., 2018).  
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2.5.2.3 Genomska nestabilnost 
Aktivnost proteinov E6 in E7 povzroči tudi genomsko nestabilnost. Nestabilnost je 
posledica centrosomskih ne normalnosti, poškodbe DNA in integracije virusne DNA v 
gostiteljski genom. Kopičenje nenormalnih centrosomov je posledica izogibanja 
kontrolnim točkam v celičnem ciklu, zaradi česar ne pride do popravila DNA oz. apoptoze 
celic, ki imajo nepopravljivo DNA. Nenormalni centrosomi vodijo v napačno ločevanje 
kromosomov in razvoj anevploidije. Zaradi odsotnosti popravljanja se poškodbe DNA 
ohranjajo in prenašajo v hčerinske celice. Poleg tega E6 in E7 povzročata dvoverižne 
prelome celične DNA, da se virusni genom lahko integrira (Sano in sod., 2016). 
2.5.2.4 Vključitev virusne DNA v gostiteljski genom  
Za integracijo virusnega genoma se mora tudi virusna DNA cepiti. Pogosto pride do reza v 
genu E2. Posledično se gen E2 neha izražati. Protein E2 je zaviralec proteinov E6 in E7. 
Posledica prekinitve delovanja E2 je povečano izražanje E6 in E7, kar vodi v še večjo 
onkogeno aktivnost. Integracija virusne DNA lahko transformirani celici prinese tudi 
prednost pri rasti in preživetju, saj lahko spremeni izražanje celičnih genov, globalno 
metilacijo promotorjev in prepisovanje genov (Sano in sod., 2016).  
 
Maligni potencial okužbe s HPV pri raku ustnega dela žrela še ni definitivno potrjen. Večina 
raziskav na področju človeškega papilomavirusa je bilo narejenih na raku materničnega 
vratu. HPV-pozitivni rak ustnega dela žrela ima podobne značilnosti kot HPV-pozitivni rak 
materničnega vratu (Gupta in sod., 2015) 
2.6 TERAPIJE ZA ZDRAVLJENJE RAKA GLAVE IN VRATU 
Zdravljenje raka glave in vratu temelji na osnovi treh splošnih načinov zdravljenja raka, ki 
so operacija, kemoterapija in radioterapija (Dok in Nuyts, 2016). Zdravljenje HPV-
pozitivnega raka glave in vratu je odvisno od pacienta in lastnosti tumorja (lokacija, 
razširitev, status bezgavk in stopnjo napredovale bolezni). Bolezen delimo na zgodnjo in 
lokalno napredovalo bolezen. Zgodnjo stopnjo bolezni se zdravi z enim načinom zdravljenja, 
to je z operacijo ali z radioterapijo. Lokalno napredovalo bolezen zdravimo s kombinacijo 
več načinov zdravljenja; radioterapijo s sočasno kemoterapijo s cisplatinom ali z operacijo, 
ki ji sledi adjuvantna radioterapija ali adjuvantna kemoradioterapija. Kombiniran način 
zdravljenja omogoči daljše preživetje pacientov in se danes uporablja že standardno. Tudi 
zdravljenje s cetuksimabom je pokazalo izboljšanje preživetja pacientov v kombinaciji z 
radioterapijo, vendar še ni tako široko raziskano kot kemoterapija na osnovi platine. Zato se 
s cetuximabom zdravi bolnike le v primeru kontraindikacije na derivate platine (Deschuymer 
in sod., 2018).  
2.6.1 Zmanjševanje intenzivnosti zdravljenja za bolnike s HPV-pozitivnim 
karcinomom žrela 
Bolniki s HPV-pozitivnim rakom ustnega dela žrela imajo boljšo prognozo kot bolniki s 
HPV-negativnim rakom, ki je povezan z alkoholom in tobakom (Deschuymer in sod., 2018). 
Pri HPV-pozitivnih bolnikih ima na prognozo pomemben vpliv tudi negativen vpliv kajenja, 
kar je pri zdravljenju kadilcev potrebno upoštevati (Dayyani in sod., 2010). Klinične 
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raziskave kažejo, da imajo HPV-pozitivni raki glave in vratu specifično biologijo tumorskih 
celic in so bolj odzivni na zdravljenje s kemoterapijo in radioterapijo. Tveganje za smrt je 
za 60 % nižje od HPV-negatvnih rakov glave in vratu (Dayyani in sod., 2010). Boljši odziv 
je med drugim posledica večje občutljivosti HPV-pozitivnih rakov glave in vratu na 
zdravljenje (Fakhry in sod., 2008). Čeprav so bolniki relativno mladi, imajo dobro splošno 
stanje in prognozo, postajajo dolgotrajni neželeni učinki velik problem. Trenutni način 
zdravljenja je za bolnike s HPV-pozitivnimi tumorji preveč intenziven in bolniki so 
izpostavljeni nepotrebni toksičnosti. Verjetno bi z manj intenzivnim zdravljenjem lahko 
dosegli enako učinkovitost z manj toksičnosti in izboljšano kvaliteto življenja (Mirghani in 
sod., 2017). Prevc in sod. (2018) so s poskusi na miših z oslabljenim imunskim sistemom 
ugotovili, da bi za enak učinek zdravljenja z radiokemoterapijo na osnovi cisplatina lahko 
pri HPV-pozitivnih tumorjih dozo obsevanja zmanjšali za 20 % (Prevc in sod., 2018). 
Potreben je razvoj novih strategij zdravljenja, ki bodo ohranile učinkovitost zdravljenja 
(Mirghani in sod., 2017) hkrati pa zmanjšale toksičnost ter neželene učinke, ki so posledica 
zdravljenja (Deschumyer in sod., 2018).  
 
Nove strategije zdravljenja, ki se trenutno raziskujejo, delimo na tri glavne kategorije. Prva 
je zmanjšanje intenzivnosti kemoterapije z zamenjavo kemoterapevtikov na osnovi platine, 
kot je cisplatin, z EGFR inhibitorjem cetuksimabom. Druga je zmanjšanje intenzivnosti doze 
sevanja primarne radioterapije pri izbranih pacientov, ki se dobro odzivajo po indukcijski 
kemoterapiji ali po adjuvantni radioterapiji na osnovi lastnosti bolezni po primarni operaciji. 
V tretjo kategorijo spadajo zdravljenja, ki vplivajo na edinstveno mikrookolje HPV-
pozitivnih rakov glave in vratu, na primer imunoterapija. Ciljanje mikrookolja je strategija 
zdravljenja za paciente, ki imajo še vedno slabo prognozo, kljub HPV-pozitivnemu raku 
(Deschumyer in sod., 2018).  
2.6.1.1 Zmanjšanje toksičnosti z zamenjavo cisplatina s cetuksimabom pri sočasni terapiji 
s kemoterapevtiki in obsevanjem  
Cisplatin še vedno velja za zlati standard za kemoradioterapijo, cetuksimab pa naj bi bil manj 
toksičen, kot kažejo raziskave (Kofler in sod., 2014). Cetuksimab je monoklonsko protitelo, 
ki se veže na receptor epidermalnega rastnega faktorja (EGFR). EGFR sodeluje pri aktivaciji 
več onkogenih poti in je pretirano izražen pri večini ploščatoceličnih tumorskih celic 
področja glave in vratu (Mirghani in sod., 2017). Vpliv cetuksimaba na HPV-pozitivne in 
negativne tumorje še ni popolnoma znan. Deluje najbolje pri bolnikih, ki imajo podobne 
značilnosti kot tisti s HPV-pozitivnimi tumorji (relativno mladi bolniki, z majhnimi 
primarnimi tumorji, s pomembnim vplivom bezgavk, sicer dobrega zdravja) (Mirghani in 
sod., 2017). Znano je, da kombinacija cetuksimaba in obsevanja bolj poveča preživetje 
bolnikov kot zdravljenje le z obsevanjem (Bonner in sod., 2006). Ni pa še jasno, ali je ta 
kombinacija manj učinkovita od kemoradioterapije. Klinične raziskave namreč še potekajo. 
Trenutno pa so si rezultati preteklih kliničnih raziskav nasprotujoči (Deschumyer in sod., 
2018).  
2.6.1.2 Zmanjšanje toksičnosti z zmanjšanjem doze obsevanja  
Ena izmed možnosti za zmanjševanje toksičnosti zdravljenja je zmanjšanje doze obsevanja. 
Standardna obsevalna doza radioterapije je 70 Gy (Kofler in sod., 2014). Ker je HPV-
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pozitiven rak glave in vratu bolj občutljiv na obsevanje, bi lahko pacienta ozdravili z nižjo 
dozo obsevanja. Zaradi nižje doze obsevanja tumorja bi se zmanjšala tudi doza sevanja na 
normalno tkivo okoli tumorja, kar bi vodilo v manjšo toksičnost za enako dober izid 
(Deschumyer in sod., 2018).  
 
Drugi zdravljenji, ki se pojavljata kot boljša alternativa kemoradioterapiji, sta imunoterapija 
in protonska terapija. Imunoterapija je verjetno bolj učinkovita pri HPV-pozitivnem raku 
ustnega dela žrela kot pri HPV-negativnemu. HPV-pozitivni tumorji izražajo virusne 
antigene, ki so tujki, kar vodi v prepoznavanje in aktivacijo imunskega sistema. Poleg tega 
so HPV-pozitivni tumorji ustnega dela žrela pozicionirani večinoma v regijah ob limfoidnih 
tkivih, kjer je prisotnih več imunskih celic, ki sodelujejo pri boljšem odzivu HPV-tumorja 
na imunoterapijo. Pri protonski terapiji gre za prenos energije protonov, pri katerem lahko 
dosežemo najvišjo energijo na določeni globini znotraj tkiva. Je drugačna tehnika obsevanja. 
Pri tem ne poškodujemo tkiva, ki je posteriorno od tumorja, pri čemer bi potencialno lahko 
dosegli manjšo toksičnost (Deschumyer in sod., 2018).  
2.6.2 Kemoterapija 
Kemoterapevtiki oz. citostatiki okvarijo celice preko poškodb in motene sinteze DNA, RNA 
ter proteinov, nekateri pa preko delovanja na celično delitveno vreteno. Poškodbe vodijo v 
celično smrt. Citostatiki lahko delujejo na različne faze celičnega cikla. Poškodujejo hitro 
deleče se celice in ne delujejo na mirujoče celice, zato poškodujejo tudi nekatere normalne 
celice, predvsem hitro deleče celice kostnega mozga. Zato se zdravljenje s citostatiki odvija 
v ciklusih na vsake 3 - 4 tedne. Med tem časom se lahko v celicah normalnega zdravega 
tkiva poškodbe popravijo.  
 
Citostatike biokemično delimo na 5 skupin: 
1. Alkilirajoči citostatiki so spojine, ki v svoji strukturi vsebujejo zelo reaktivno 
elektrofilno skupino, preko katere tvorijo kovalentne vezi z drugimi molekulami, 
predvsem molekulami DNA. So fazno nespecifični citostatiki. Sem spadajo dušikovi 
iperiti in platinove spojine, kot sta cisplatin in karboplatin.  
2. Antimetaboliti so spojine, ki strukturno oponašajo normalne celične substrate in 
sodelujejo pri normalnih celičnih procesih ter jih lahko upočasnijo ali prekinejo. V 
glavnem povzročajo motnje oz. prekinitve sinteze DNA in RNA. Njihovo delovanje 
je fazno-specifično.  
3. Inhibitorji topoizomeraze so spojine, ki se vežejo na kompleks med DNA in 
topoizomerazo ter ga stabilizirajo. S tem onemogočajo disociacijo topoizomeraze in 
ponovno združitev verig ter preprečijo nadaljevanje podvajanja DNA. To vodi do 
dvojnih prelomov DNA, kar vodi v celično smrt.  
4. Učinkovine z delovanjem na mikrotubule so spojine, ki onemogočajo oblikovanje 
mikrotubulov v delitveno vreteno. S tem ustavijo celično delitev in sprožijo signale 
za apoptozo. Delujejo le na celice v fazi mitoze.  
5. Citotoksični antibiotiki so glikopeptidni citotoksični antibiotiki, ki se s kovinskimi 
ioni vrinejo med dvojno vijačnico DNA in povzročijo prelome DNA. Sem spada 
bleomicin (Čufar in sod., 2018).  
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Standardno zdravljenje napredovalega raka glave in vratu neodvisno od statusa HPV je 
intenzivna radiokemoterapija na osnovi cisplatina kot primarno zdravljenje ali kot 
adjuvantna terapija po radikalni operaciji (Busch in sod., 2016).  
2.6.2.1 Cisplatin 
Cisplatin je majhna molekula, sestavljena iz enega atoma platine, ki je povezan z dvema 
amidoma in dvema atomoma klora (Rocha, in sod., 2018). Je ena izmed najbolj učinkovitih 
protitumorskih spojin. Uporablja se pri zdravljenju čvrstih malignih tumorjev, kot so tumorji 
testisov, jajčnikov, glave in vratu, pljuč, mehurja in debelega črevesa (Galuzzi in sod., 2012). 
 
 
Slika 8: Kemijska struktura cisplatina (Hagopian in sod., 1999) 
Cisplatin je kemoterapevtik, ki smrt rakavih celic povzroči s poškodbami DNA, inhibicijo 
sinteze DNA in mitoze, ter s tem sproži apoptozo (Dasari in Tchoumwoum, 2014). Veže se 
predvsem na genomsko DNA rakavih celic in z vezavo povzroči poškodbo DNA. V okolju, 
kjer je koncentracija klora nizka kot v citosolu, je cisplatin podvržen procesu, pri katerem se 
eden ali dva atoma klora zamenjata z vodnima molekulama. Med procesom postane cisplatin 
visoko reaktiven in se lahko enostavno veže na različne molekule v celici. V tej obliki se 
cisplatin veže na baze DNA, predvsem na nukleofilna mesta na purinskih bazah. Z dvojno 
reakcijo se lahko purini kovalentno povežejo. Nastanejo znotraj- ali zunaj-verižni adukti 
DNA in cisplatina. Adukti DNA in cisplatina blokirajo prepis in sintezo DNA, kar sproži 
zapleteno kaskado prenosa signalov z namenom eliminacije nastalih poškodb. Celični cikel 
se ustavi in popravljalni mehanizmi DNA poskušajo poškodbe DNA odstraniti. Če so 
poškodbe prevelike ali popravilo DNA ni popolno, celica preide v apoptozo (Rocha, in sod., 
2018). Cisplatin tvori veliko aduktov tudi v mitohondrijski DNA, ki nima histonov. 
Mitohondriji nimajo popravljanja z izrezovanjem nukleotidov. To pa je glavni popravljalni 
mehanizem za odpravljanje aduktov cisplatina in DNA (Fuertes in sod., 2003).  
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Slika 9: Vezava cisplatina z DNA in tvorba znotraj- in zunaj-verižnih aduktov (prirejeno po Rocha in sod., 
2018) 
2.6.2.2 Karboplatin 
Karboplatin je protitumorsko zdravilo na osnovi platine. Je derivat cisplatina in ima podoben 
mehanizem delovanja, vendar se razlikuje po strukturi in toksičnosti. Karboplatin prehaja v 
celico preko membrane, kjer je podvržen hidrolizi. S tem se molekula aktivira in postane 
pozitivno nabita. V tej obliki lahko interagira z nukleofilnimi molekulami znotraj celice 
(DNA, RNA in proteini) in tvori adukte tako, da se veže na mesto na purinskih bazah in 
omogoči interakcije med DNA in proteini ali med dvema verigama DNA. Povezava med 
DNA in karboplatinom lahko povzroči poškodbe DNA. Znotraj-verižne povezave med 
verigama DNA imajo najbolj citotoksičen učinek, ker inhibirajo podvojevanje DNA ter 
povzročajo spremembe, ki vodijo v napake pri podvojevanju, zaradi česar pride do kopičenja 
celic, ki so se ustavile v fazi G2/M in sproženja apoptoze (Sousa in sod., 2014).  
 
 
Slika 10: Kemijska struktura karboplatina (Ho in sod., 2016)  
 
Karboplatin je manj toksičen in istočasno manj učinkovit od cisplatina, saj je molekula 
karboplatina zelo stabilna. Razpolovni čas molekule karboplatina je daljši od razpolovnega 
časa molekule cisplatina (Dasari in sod., 2014). Počasneje tvori adukte z DNA in z nukleofili 
reagira manj pogosto (Sousa in sod., 2014). Večina molekul karboplatina v telesu ne reagira 
in se izloči iz telesa z urinom (Dasari in sod., 2014). Karboplatin ima manj neželenih učinkov 
kot cisplatin, je manj nevrotoksičen in nefrotoksičen, zato je pomemben derivat cisplatina 
(Ho in sod., 2016). Pomemben je za bolnike z okvarjenimi ledvicami ali nepravilnostmi v 
delovanju ledvic, ki se zaradi tega ne morejo zdraviti s cisplatinom. V takih primerih se 
uporablja kot nadomestek cisplatina.  
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Slika 10: Vezava karboplatina na DNA. Karboplatin lahko tvori mono- ali di-adukt (prirejeno po Sousa in 
sod., 2014) 
2.6.2.3 Bleomicin 
Bleomicin spada v družino bleomicinov, ki so glikopeptidni antibiotiki s protitumorskim 
delovanjem (Chen in sod., 2005). Prvotno je bil izoliran iz organizma Streptomyces 
vericillus. Toksični učinek bleomicina je povezan s sposobnostjo tvorbe eno- in dvo-verižne 
poškodbe DNA. Aktivira se ob prisotnosti reducirane kovine (Fe 2+ in Cu+), kisika in 
reduktanta z enim elektronom, ki kompleks reducira. Aktiviran bleomicin povzroča 
poškodbe baz in nastanek brezbaznih vrzeli znotraj verige DNA (apurinska ali apirimidinska 
mesta), enoverižne in dvoverižne prelome DNA (Bolzan in Bianchi, 2018), zavira 
popravljalne mehanizme DNA ter sintezo RNA in proteinov (Kwok in sod., 2017). Poleg 
tega lahko uniči samega sebe, oksidira lipide in hidrolizira amidne vezi proteinov (Bolzan 
in sod., 2018). Molekularni kisik, ki je vezan na kovinski ion tvori reaktivne kisikove zvrsti. 
Posledica delovanja le-teh so prelomi v eni verigi DNA in odcepljanje baz iz DNA-
nukleotidov. Če se poškodbe ne popravijo, se sprožijo mehanizmi celične smrti (Dorr in sod., 
1992). Deluje specifično na celice, ki so v fazah G2 in M celičnega cikla (Kwok in sod., 
2017). 
 
  
Slika 11: Kemijska struktura bleomicina (Hecht in sod., 2000) 
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Slika 12: Mehanizem delovanja bleomicina (prirejeno po Harth, 2014) 
Bleomicin se lahko metabolno inaktivira v normalnih in tumorskih tkivih z encimom 
bleomicinsko hidrolazo. Obsežnost poškodbe DNA uravnavajo struktura kromatina, 
sposobnost popravljanja DNA, bleomicinska hidrolaza, antioksidantni encimi in spojine, ki 
vsebujejo tiol (Bolzan in sod., 2018).  
2.6.2.4 Odziv na kemoterapevtike 
Standardno zdravljenje lokalno napredovalega raka ustnega dela žrela je operacija ali 
adjuvantna radioterapija z ali brez sočasne kemoterapije s cisplatinom za boljše ohranjanje 
funkcij govora in požiranja, kar je predvsem pomembno pri raku na bazi jezika in nebnicah. 
Kombinacija radioterapije in kemoterapije omogoča večjo verjetnost za 3-letno preživetje in 
popolno ozdravljenje. Poleg tega je doprinesla k zmanjšani verjetnosti za ponovitev raka in 
smrt (Marur in sod., 2010). 
 
Morton in sod. so v klinični raziskavi vpliva kemoterapevtikov na raka glave in vratu faze 3 
pokazali, da je kemoterapija s cisplatinom znatno podaljšala preživetje pacientov, čas 
preživetja se je podvojil. Pri kemoterapiji z bleomicinom se je preživetje neznačilno 
zmanjšalo. Ugotovili so tudi, da cisplatin in bleomicin ne delujeta sinergistično. Cisplatin je 
predvsem nefrotoksičen (Morton in sod., 1985). 
 
Kemoterapevtike pri zdravljenju raka glave in vratu so na začetku uporabljali kot 
samostojne. Najprej so preizkusili analoge platine, večinoma cisplatin. Uspešnost 
zdravljenja tumorjev je bila 13-40 %. Odzivi tumorjev so bili hitri, pogosto že v prvem tednu 
terapije. Neželeni učinki cisplatina, ki omejujejo njegov odmerek, so toksičnost za periferno 
živčevje, ledvice in slušni organ. Zaradi visoke toksičnosti cisplatina so poskusili drug 
analog platine, karboplatin, vendar je bil njegov odziv potrjen le v 26 % primerov. Nato so 
testirali še nekaj potencialnih kemoterapevtikov, med njimi bleomicin, na katerega se je 
odzvalo 13,6 % bolnikov. Kombinirana kemoterapija je pokazala znatno izboljšan odziv 
(Purohit in sod., 2013).  
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2.6.3 Obsevanje 
Ionizirajoče sevanje povzroča razbitje molekul ali nastanek reaktivnih molekul, npr. 
kisikovih prostih radikalov. Lahko deluje neposredno, kadar sevanje direktno poškoduje 
kompleksno organsko molekulo (npr. DNA), ali posredno, kadar poškoduje molekulo vode, 
pri čemer pride do radiolize vode. Pri tem nastanejo prosti kisikovi radikali, ki interagirajo 
z molekulami v neposredni bližini. Prosti radikali se vežejo na katero izmed pomembnih 
organskih molekul, jih poškodujejo ali spremenijo. Najpomembnejši so enojni in dvojni 
prelomi DNA. Enojne prelome DNA popravljalni mehanizmi enostavno popravijo, medtem 
ko so dvojni prelomi težje popravljivi in predstavljajo resno poškodbo za celico. Če je 
popravilo poškodbe uspešno, celica ohrani normalno delovanje in svojo reprodukcijsko 
integriteto ter je sposobna celične delitve. Če popravilo ni uspešno, pride do kopičenja 
mutacij v celicah, kar lahko privede do maligne transformacije celic. Če je poškodba DNA 
preobsežna, celica umre v procesu apoptoze (Serša in sod., 2018).  
2.6.3.1 Odziv HPV-pozitivih in HPV-negativnih celičnih linij na obsevanje 
Bolniki s HPV-pozitivnim ploščatoceličnim rakom glave in vratu se v kliniki bolje odzivajo 
na zdravljenje kot bolniki s HPV-negativnim (Fakhry in sod., 2008).  
  
Tumorji glave in vratu s HPV-okužbo so bolj občutljivi na ionizacijsko sevanje od tistih 
brez HPV-okužbe (Mirghani in sod., 2015). Ionizacijsko sevanje povzroča nastanek močno 
reaktivnih molekul, ki hitro reagirajo z drugimi molekulami v celici in jih poškodujejo. 
Večina molekul je prisotnih v več kopijah, zato poškodovane molekule hitro nadomestijo 
nove. DNA pa ima le dve kopiji, zato so poškodbe DNA zelo pomembne za odziv celice ali 
tkiva na obsevanje (Vozenin in sod., 2010). Občutljivost na obsevanje je v glavnem odvisna 
od sposobnosti celice, da zazna poškodbe DNA, jih popravi in kontrolira njihovo popravilo 
po izpostavitvi sevanju. Prav tako je pri odzivu na obsevanje pomembno tudi tumorsko 
mikrookolje, pri čemer imata pomembno vlogo status oksigenacije in imunski sistem (Bol 
in Gregoire, 2014).  
 
Rezultati in vitro raziskav še niso popolnoma enotne, vendar večina raziskav kaže na večjo 
občutljivost HPV-pozitivnih rakavih celic na obsevanje. Razlogi za odstopanja v rezultatih 
različnih študij so trije. Prvi je uporaba različnih celičnih modelov pri raziskavah, ki jih težko 
primerjamo. Drugi je nepotrjenost HPV-statusa pri nekaterih celičnih linijah v nekaterih 
študijah. Tretji pa je širok razpon občutljivosti HPV-pozitivnih in HPV-negativnih celičnih 
linij na obsevanje, kar vodi v prekrivanje razpona preživetja. To pomeni, da nekatere manj 
občutljive HPV-pozitivne celične linije in bolj občutljive HPV-negativne celične linije 
kažejo enako občutljivost na obsevanje (Mirghani in sod., 2015).  
 
Pomembno vlogo pri občutljivosti HPV-pozitivnih celičnih linij raka glave in vratu imajo 
intrinzični mehanizmi celic in mikrookolje tumorja (imunski odziv in hipoksija).  
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2.6.3.2 Intrinzični mehanizmi 
2.6.3.2.1 Vpliv HPV na popravljalne mehanizme celic 
HPV-pozitivne celice so bolj občutljive na sevanje zaradi okvarjene sposobnosti 
popravljanja DNA in s tem kopičenja poškodb na DNA.  
 
Ionizirajoče sevanje v celicah povzroča nastanek dvoverižnih in enoverižnih prelomov 
DNA, poškodb baz DNA in izgub baz DNA. Raziskave kažejo, da so HPV-pozitivne celične 
linije manj učinkovite pri popravljanju dvoverižnih prelomov DNA, ki jih povzroči 
ionizirajoče sevanje, v primerjavi s HPV-negativnimi celičnimi linijami. Rieckmann in sod. 
so pri HPV-pozitivnih celičnih linijah po obsevanju opazili več nepopravljenih dvoverižnih 
prelomov DNA kot pri HPV-negativnih celičnih linijah (Rieckmann in sod., 2013). Ni še 
popolnoma znano, zakaj je sposobnost popravljanja slabša. Nickson in sod. so pokazali, da 
pride do zmanjšanega izražanja nekaterih proteinov, vključenih v mehanizma homologne 
rekombinacije in ne-homolognega zlepljanja koncev, ki sta mehanizma za popravljanje 
dvoverižne DNA (Nickson in sod., 2017). Zaradi nepopravljenih dvojnih prelomov DNA v 
celici pride do celične smrti z mitotsko katastrofo. Mitotska katastrofa je oblika celične smrti, 
ki je rezultat prezgodnjega vstopa celic v mitozo. Celična DNA ima lahko namreč še 
nepopravljene napake v genomu (Mirghani in sod., 2015).  
 
Večino enoverižnih prelomov, poškodb in izgub baz DNA popravijo mehanizmi za 
izrezovanje baz. Tumorske celice imajo velikokrat napake v nadzoru sistema za izrezovanje 
baz, kar pogosto vodi v nastanek mutacij. Napačna regulacija pa je pomembna tudi pri 
radioterapiji in kemoterapiji. Nickson in sod. so pri HPV-pozitivnih celicah 
ploščatoceličnega raka glave in vratu zasledili višji nivo in večjo aktivnost proteinov, ki 
sodelujejo pri izrezovanju baz in popravljanju enoverižnih prelomov DNA. Najverjetneje 
pride do povečanja stabilnosti ali zmanjšanja razgradnje teh proteinov. Razlog za višji nivo 
in aktivnost ni znan. Možno je, da HPV direktno moti ubikvinacijsko razgradnjo proteinov, 
vključenih v mehanizme izrezovanja baz. Za to teorijo so potrebne še dodatne raziskave 
(Nickson in sod., 2017).  
2.6.3.2.2 Vpliv HPV na celični cikel in celično smrt 
Eden izmed glavnih vzpodbujevalnih dejavnikov razvoja ploščatoceličnega raka glave in 
vratu je mutacija tumorskih supresorskih genov. Glavna dogodka pri kancerogenezi, ki jo 
povzroči HPV, sta izguba kontrole nad celičnim ciklom in spremenjena regulacija apoptoze 
(Arenz in sod., 2014).  
 
Sevanje sproži apoptozo bolj učinkovito pri HPV-pozitivnih celičnih linijah kot pri 
HPV-negativnih (Arenz in sod., 2014 in Kimple in sod., 2013). Pri normalnih celicah 
ionizirajoče sevanje povzroči kopičenje dvoverižnih prelomov DNA, kar vodi v s p53 
uravnano celično smrt (Mirghani in sod., 2015). HPV-negativne celične linije imajo 
večinoma mutiran tumorski supresorski gen TP53. Posledično se v celicah ne sproži 
apoptoza kljub poškodbam zaradi sevanja. HPV-pozitivne celice pa večinoma nimajo 
mutiranega gena TP53, ampak onkoprotein E6 sproži razgradnjo proteina p53. S tem je 
delovanje proteina p53 zavrto. Kimple in sod. so postavili hipotezo, ki pravi, da kljub 
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delovanju proteina E6 v celici ostane nizek nivo p53, ki še ni bil v interakciji z E6. p53 se 
ob terapevtskem stresu aktivira, njegov nivo naraste in sproži apoptozo pri celicah s 
poškodovano DNA. Posledično se celice HPV-pozitivnih tumorjev na kontrolni točki v fazi 
G1 celičnega cikla ustavijo in preidejo v apoptozo (Kimple in sod., 2013).  
 
Občutljivost celic na obsevanje se spreminja med prehajanjem skozi faze celičnega cikla. 
Najbolj občutljive so celice v fazi mitoze, najbolj odporne pa celice v fazi S. Na kontrolnih 
točkah celičnega cikla (G1/S, G2/M) se ob prisotnosti dvoverižnih prelomov aktivira družina 
kontrolnih kinaz (Chk1/2), ki ustavijo celični cikel ter s tem omogočijo popravilo DNA. 
Tumor supresorja p53 in pRB preko kontrolnih kinaz zagotavljata ustavitev celičnega cikla 
v fazi G1 in G2, da se napake popravijo. Pri HPV-pozitivnih celicah pa sta p53 in pRB 
odstranjena zaradi delovanja proteinov E6 in E7. Posledično se celice na kontrolnih točkah 
ne ustavijo, DNA se ne popravi oz. celica zaradi napak ne umre in mutacije se kopičijo. 
Poleg tega je za HPV-pozitivne celice značilno povečano izražanje p16, kar omeji DNA 
popravljalne poti. Ko je mutacij preveč, pride do nestabilnosti genoma in do celične smrti z 
mitotsko katastrofo (Mirghani in sod., 2015). 
 
Po poškodbi DNA se pri HPV-pozitivnih celičnih linijah celični cikel ne ustavi na 
kontrolni točki G1/S. To je povezano z večjo občutljivostjo na obsevanje HPV-pozitivnih 
celic in nakazuje na okvarjeno delovanje kontrolnih kinaz v fazi G1/S (Arenz in sod., 2014). 
Rieckman in sod. so opazili ustavitev celičnega cikla v fazi G2 pri HPV-pozitivnih, ne pa pri 
HPV-negativnih celicah (Rieckman in sod., 2013). Arenz in sod. in Kimple in sod. so 
poročali o ustavitvi celičnega cikla v fazi G2/M, ki je bila bolj poudarjena pri HPV-pozitivnih 
celicah (Arenz in sod., 2014 in Kimple in sod., 2013). Arenz in sod. so prav tako opazili 
zmanjšanje deleža celic v fazi S 24 ur po obsevanju, kar nakazuje na to, da je prišlo do 
premora celičnega cikla v fazi G1/S (Arenz in sod., 2014). Riekmann in sod. in Arenz in sod. 
so 24 ur po obsevanju opazili višjo količino ostankov dvoverižnih prelomov pri HPV-
pozitivnih celicah kot pri HPV-negativnih celicah (Rieckman in sod., 2013 in Arenz in sod., 
2014). Arnez in sod. so postavili hipotezo, da je razlika v občutljivosti okuženih in 
neokuženih celic posledica razlik v nadaljevanju celičnega cikla in nekontroliranim celičnim 
pomnoževanjem po poškodbi DNA (Arenz in sod., 2014).  
2.6.3.3 Tumorsko mikrookolje 
Tumorsko mikrookolje je območje interakcij med tumorskimi celicami in stromo. V tem 
območju pride tudi do interakcij imunskega sistema s tumorskimi celicami. Imunski sistem 
igra pomembno vlogo pri občutljivosti HPV-pozitivnih celičnih linij na obsevanje (Jung in 
sod., 2012). Radioterapija spodbudi gostiteljev imunski sistem, ki posredno uniči tumorske 
celice. Temu pravimo imunogena celična smrt. Umirajoče tumorske celice oddajajo signale, 
ki sprožijo imunski odziv (Marabelle in sod., 2015). HPV-pozitivne tumorske celice raka 
glave in vratu naravno sprožijo adaptivni imunski odziv, ki je naravnan proti virusnim 
antigenom, ki jih imajo tumorske celice na svoji površini (Mirghani in sod., 2015). Ker virusi 
izražajo svoje proteine, so ti proteini na HPV-pozitivnih celicah večkrat tarča celic T 
imunskega sistema kot proteini na HPV-negativnih celicah (Jung in sod., 2012). HPV-
pozitivni tumorji imajo v mikrookolju povečano število imunskih celic in pro-vnetnih 
citokinov, ki sodelujejo pri bolj učinkovitem odstranjevanju tumorja po obsevanju (Göttgens 
in sod., 2018). 
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Učinkovitost radioterapije je lahko močno ovirana ob prisotnosti hipoksije znotraj 
tumorskega tkiva. Hipoksija je posledica neravnovesja med oskrbo s kisikom in potrebo po 
kisiku, ki ga povzroči spremenjen metabolizem tumorja, nenormalno tumorsko ožilje in 
slaba prekrvavljenost žil. Zaradi hipoksije se zmanjša količina poškodb DNA, ki jih povzroči 
sevanje indirektno preko nastanka prostih kisikovih radikalov. Kljub razlikam med HPV-
pozitivnim in HPV-negativnim rakom glave in vratu je stopnja hipoksije pri obeh podobna. 
Pri HPV-pozitivnem raku glave in vratu so raziskave pokazale, da strategije za modificiranje 
hipoksije niso učinkovite (Göttgens in sod., 2018).  
2.7 MODELI RAZISKOVANJA, HPV-POZITIVNA IN HPV-NEGATIVNA CELIČNA 
LINIJA  
2.7.1 Modeli raziskovanja 
Raziskave rakavih bolezni potekajo z različnimi modeli. Modeli so lahko na nivoju celic oz. 
in vitro ali v živih organizmih oz. in vivo. 
2.7.1.1 Celične linije 
Celične linije predstavljajo in vitro model raziskovanja. So močno poenostavljeni modeli 
človeškega raka. So poceni, imajo neskončno življenjsko dobo, so enostavne za uporabo, 
imajo omejeno celično heterogenost in jih lahko enostavno genetsko manipuliramo. Celice 
imajo ohranjene intrinzične lastnosti, vzorce genskega izražanja in spremembe v genomu, ki 
jih izražajo primarni človeški tumorji. Vendar pa niso sposobne posnemati kompleksnosti 
tumorskega mikrookolja. Tumorsko mikrookolje s svojimi komponentami sodeluje pri 
razvoju tumorja in metastaziranju, zato so za bolj natančno obravnavo tumorjev potrebni in 
vivo sistemi. Celične linije se lahko vzpostavi iz različnih tkiv, jih okarakterizira in potrdi 
kot primerne modele za raziskovanje. Celice se v kulturah obnašajo drugače, kot bi se v 
primarnih tumorjih, kjer na njih vpliva več dejavnikov, kar je treba upoštevati pri raziskavah 
(Lum in sod., 2013). 
  
Pred začetkom raziskave, je potrebno določiti, ali je določena celična linija primerna za 
izbrano raziskavo. Namen te magistrske naloge je bila karakterizacija celičnih linij SCC090 
in Detroit 562 za raziskave HPV-pozitivnih in HPV-negativnih ploščatoceličnih rakov glave 
in vratu.  
2.7.1.2 Tumorski modeli 
Tumorski modeli so in vivo model za raziskovanje tumorjev. Nastanejo s presaditvijo 
tumorskih celic v gostiteljski organizem, ki je v večini primerov miš z okrnjenim imunskim 
sistemom. S tem so tumorske celice vključene v živo okolje (Lum in sod., 2013). Tumorski 
modeli služijo kot predklinični model za testiranje novih proti-tumorskih zdravil ali za 
določanje učinka obsevanja. Težava raziskovanja s celičnimi linijami je odsotnost vpliva 
tumorskega okolja. V primerjavi s celičnimi linijami imajo tumorski modeli bolj ohranjene 
molekularne, genetske ter strukturne lastnosti in odziv na zdravljenje originalnega tumorja. 
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Tumorski modeli raka glave in vratu so lahko uporabni tudi pri odkrivanju razlik med 
tumorji s HPV okužbo in brez HPV okužbe (Kimple in sod., 2013).  
2.7.1.3 HPV-pozitivna celična linija (SCC090) in HPV-negativna celična linija (Detroit 
562) 
Za naše poskuse smo uporabili HPV-pozitivno celično linijo SCC090. Celična linija 
SCC090 je bila pridobljena iz tumorja na bazi jezika belca, starega 44 let, ki je bil kadilec in 
je prekomerno užival alkoholne pijače ter je zaradi bolezni umrl. Celice so ploščate, njihova 
morfologija je podobna epitelijski in rastejo pritrjene na podlago. Njihova DNA vsebuje 100 
do 500 kopij HPV-16 (Expasy, 2019), v genu TP53 pa ni mutacij. Celična linija je primerna 
za raziskovanje HPV. Tumorji, inducirani s celicami celične linije SCC090, so slabo 
diferencirani invazivni karcinomi ploščatih celic z bazaloidnimi lastnostmi. Pacienta so 
zdravili z obsevanjem, rak se je kasneje ponovil (Ragin in sod., 2004). Ferris in sod. so 
naredili molekularno analizo celične linije SCC090. Odkrili so, da je bila v celično linijo 
DNA virusa HPV transformirana naravno. V dolgi kontrolni regiji (LCR) ima prisotno 
delecijo 163 bp. Onkogena E6 in E7 HPV-16 sta močno izražena. SCC090 vsebuje divji tip 
tumor supresorskega gena TP53, vendar proteina p53 niso zaznali. Protein p53 so zaznali po 
izpostavitvi cisplatinu, specifičnim inhibitorjem proteosoma ali z utišanjem proteina E6 z 
interferenco RNA, kar nakazuje na razgradnjo p53 z E6 v tej celični liniji (Ferris in sod., 
2005).  
 
HPV-negativna celična linija, ki smo jo uporabili v poskusih, je Detroit 562. Celice so bile 
izolirane iz odrasle belke. So tumorske celice žrela, z epitelijsko morfologijo in rastejo 
pritrjene na podlago. Celice so bile pridobljene iz metastaze. Izražajo gen za keratin in ga 
tudi producirajo (Expasy, 2019). Imajo mutirane gene CDKN2A, PIK3CA in TP53 (Bramfor 
in sod., 2004).  
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3 MATERIAL IN METODE  
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Laboratorijska oprema in material 
Preglednica 1: Uporabljena laboratorijska oprema in material z navedenimi proizvajalci 
Laboratorijska oprema in materiali Proizvajalec 
Epruvete - mikrocentrifugirke (1.5 in 2 ml) Neolab 
Epruvete - Falcon (15 in 50 ml) Falcon 
Stekleničke za gojenje celičnih kultur Thermo Fisher Scientific 
Avtomatski pipetor Integra 
Avtomatske pipete Eppendorf, Lambda 
Večkanalna pipeta Eppendorf 
Sterilne serološke pipete Parc scientifique du lac 
Nastavki za pipete Eppendorf, Biohit 
Petrijevke s premerom 6 cm VMR 
Mikrotitrska plošča s 96 vdolbinicami VMR 
Kadičke Corning Costar 
Objektno steklo Thermo Scientific 
Krovno stekelce Knittel – Glass 
Krovno stekelce za hemocitometer Glaswarenfabrik Karl Hecht 
Hemocitometer (Neubauer improved) BLAUBRAND, Assistant 
Spektrofotometer (Tecan) Tecan 
Števec kolonij WTW 
Hladilnik Angelantoni Industrie 
Inkubator Sanyo 
 
3.1.2 Kemikalije in pufri 
Preglednica 2: Uporabljene kemikalije in pufri z navedenimi proizvajalci 
Kemikalije in pufri Proizvajalec 
Presto Blue Cell Viaibility Reagent Life Technologies 
Kristal vijolično Sigma Aldrich 
Tripsin Gibco 
1x PBS (1x fosfatni pufer) Merck Millipore 
70 % EtOH Carlo Erba 
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3.1.3 Kemoterapevtiki 
Preglednica 3: Uporabljeni kemoterapevtiki in navedeni proizvajalci 
Komercialno ime  Učinkovina Proizvajalec 
Platinol  cisplatin Bristol Myers Squibb 
Bleomycin medac  bleomicin Medac 
Karboplatin medac  karboplatin Medac 
 
3.1.4 Gojišča 
Preglednica 4: Uporabljena gojišča in navedeni proizvajalci 
Gojišča Proizvajalec 
Advanced Minimum Essential Medium (AMEM) Gibco 
Fetalni goveji serum; ang. Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco 
 
3.1.5 Celične linije  
Preglednica 5: Uporabljene celične linije 
Celične linije1  Detroit 562  SCC090 
Anatomsko mesto žrelo  jezik  
Bolezen ploščatocelični karcinom  ploščatocelični karcinom  
HPV status HPV-negativna linija HPV-pozitivna linija 
1 povzeto po ATCC (American Type Culture Collection) 
 
3.1.6 Obsevalna oprema 
Preglednica 6: Uporabljena obsevalna naprava in proizvajalec 
Obsevalna naprava Proizvajalec 
Darpac 2000 X-ray unit Gulmay Medical Ltd 
 
3.1.7 Mikroskopija 
Preglednica 7: Uporabljeni mikroskopi in proizvajalec 
Mikroskop Proizvajalec 
Svetlobni mikroskop IX-70 Olympus 
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3.1.8 Računalniški programi  
Preglednica 8: Uporabljeni računalniški programi in namen uporabe 
Računalniški programi  Namen uporabe 
Sigma plot 14.0 Analiza in grafični prikaz rezultatov 
Magellan™ Prikaz spektrofotometričnih meritev  
Excel Analiza in obdelava podatkov, izdelava tabel 
Word Pisanje magistrske naloge 
 
3.2 METODE 
3.2.1 Delo v celičnem laboratoriju 
3.2.1.1 Priprava celičnih linij 
Poskuse smo izvedli na dveh celičnih linijah ploščatoceličnega karcinoma ustnega dela žrela, 
SCC090 in Detroit 562. SCC090 so HPV-pozitivne, Detroit 562 pa HPV-negativne celice. 
Celice so adherentne in rastejo pritrjene na podlago. Delo s celičnima linijama je potekalo v 
sterilnih pogojih v sterilni komori, ki smo jo pred in po uporabi razkužili. Celice smo gojili 
v stekleničkah za gojenje celičih kultur v gojišču Advanced MEM, ki smo mu dodali 5-
odstoten delež FBS. Gojenje je potekalo v inkubatorju pri 37 °C, atmosferi s 5-odstotnim 
CO2 in 90-odstotni vlažnosti. Za poskuse smo uporabili celice v eksponentni fazi.  
 
Celice obeh celičnih linij smo za poskuse pripravili na enak način. Najprej smo iz stekleničk 
za gojenje celičnih kultur odstranili gojišče. Nato smo celice sprali s 5 ml 1x PBS. Nato smo 
dodali 5 ml tripsina in celice postavili nazaj na 37 °C. S tripsinom smo prekinili medcelične 
povezave in s tem tudi odlepili celice s podlage. Nato smo v stekleničko dodali 10 ml gojišča 
in s tem inaktivirali delovanje tripsina. Odlepljene celice, resuspendirane v gojišču, smo 
prestavili v sterilno centrifugirko. Število celic v suspenziji smo določili s pomočjo 
hemocitometra in pripravili ustrezno redčene celične suspenzije za test klonogenosti in test 
metabolne aktivnosti celic.  
3.2.1.2 Štetje celic z uporabo hemocitometra 
Hemocitometer in krovno stekelce smo očistili z destilirano vodo in ju obrisali s staničevino. 
Nato smo kapnili kapljico destilirane vode na vsak brušeni pas hemocitometra, namestili 
krovno stekelce na hemocitometer in krovno stekelce premikali, dokler se ni trdno nalepilo 
na hemocitometer. Na robove krovnega stekelca na števni komori smo odpipetirali 10 μl 
celične suspenzije. Suspenzija je prekrila števno komoro pod krovnim stekelcem in pod 
svetlobnim mikroskopom smo lahko prešteli celice.  
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Slika 13: Mreža števne komore (Barbedo in sod., 2013) 
V kolikor je bila celična suspenzija pregosta, smo jo ustrezno redčili ter faktor redčitve 
upoštevali pri izračunu koncentracije. Nato smo hemocitometer postavili pod mikroskop in 
prešteli celice v 4 kvadratih s površino 1 mm2 znotraj števne komore. Uporabili smo 10x 
povečavo. Koncentracijo suspenzije smo izračunali iz enačbe (Enačba 1):  
 
𝐶 = (
𝑛
4
) ∗
104 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
𝑚𝑙
                                                                                  ... (1) 
 
3.2.1.3 Rastna krivulja  
Za celični liniji SCC090 in Detroit 562 smo naredili rastno krivuljo. Gostota nasajanja za 
celično linijo SCC090 po ATCC je bila 4×104 celic/cm2, za celično linijo Detroit 562 pa 
1x104 celic/cm2. Celice smo nasadili na mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinicami in ravnim 
dnom. Površina ene vdolbinice je bila 0,32 cm2. V vsako vdolbinico smo nasadili 10000 
celic za celično linijo SCC090 in 300 celic za celično linijo Detroit 562. Rast celic smo 
spremljali 5 zaporednih dni. Prvi dan smo pripravili založno koncentracijo celične suspenzije 
in nasadili celice v gojišču Advanced MEM v vdolbinice mikrotitrne plošče. Celice smo 
nasadili v 5 stolpcev na mikrotitrski plošči. V vsakem stolpcu smo v 5 vdolbinic nasadili 
celice, v 3 pa smo odpipetirali le gojišče. Vsak dan smo v vdolbinice v enemu stolpcu dodali 
10 μl reagenta Presto Blue, počakali 30 min in nato izmerili fluorescenco pri ekscitacijski 
valovni dolžini 569 nm in emisijski valovni dolžini 586 nm na spektrofotometru Tecan. 
Spektrofotometrične meritve so bile opravljene po 3 urah, 27 urah, 51 urah in 75 urah po 
nasajanju celic. Rezultate smo obdelali v programu Excel in jih grafično prikazali s 
programom Sigma Plot.  
3.2.1.4 Test klonogenosti  
Namen testa klonogenosti je bil določiti sposobnost tvorbe kolonij celičnih linij po 
obsevanju z X-žarki. Določili smo delež celic, ki je ohranil sposobnost reprodukcije. 
Obsevali smo z dozami 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy in 8 Gy. Celice, preštete s hemocitometrom, smo 
nasadili na petrijevke. Pripravili smo založno celično suspenzijo, iz katere smo naredili 
posamezne suspenzije, ki so vsebovale določeno število celic glede na doze obsevanja.  
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Preglednica 9: Število nasajenih celic pri različnih dozah obsevanja 
Doza obsevanja Število nasajenih celic 
0 Gy 300 celic 
2 Gy 300 celic 
4 Gy 600 celic 
6 Gy 1000 celic 
8 Gy 1200 celic 
 
4 ml suspenzije smo prenesli v petrijevke s premerom 6 cm. Za vsako dozo obsevanja smo 
naredili 3 tehnične ponovitve.  
Celice v petrijevkah smo inkubirali en dan pri 37°C in atmosferi s 5-odstotnim CO2 in 90-
odstotno vlažnostjo. Sledilo je obsevanje z zgoraj naštetimi dozami. Po obsevanju smo 
petrijevke s celicami inkubirali 10 dni. Po 10 dneh smo zrasle kolonije barvali in fiksirali z 
barvilom kristal vijolično, raztopljenim v alkoholu. Iz petrijevke smo odlili gojišče, vanjo 
nakapljali toliko barvila, da je bilo dno petrijevke pokrito. Barvilo smo pustili delovati 3 
min, nato pa ga odlili v plastenko, petrijevke pa sprali pod tekočo vodo ter jih posušili na 
zraku. Obarvane in fiksirane kolonije smo prešteli s pomočjo lupe. Šteli smo le kolonije, z 
vsaj 50 celic.  
3.2.1.4.1 Obdelava rezultatov testa klonogenosti 
Rezultate smo obdelali v programih Excel in Sigma plot. Preštete kolonije na petrijevki 
predstavljajo celice, ki so ohranile sposobnost klonogenosti in so bile sposobne reprodukcije. 
To so klonogene celice. Izračunali smo uspešnost nasaditve (ang. plating efficiency; PE) 
tako, da smo število preštetih kolonij delili s številom nasajenih celic na petrijevko (Enačba 
2). Iz uspešnosti nasaditve smo izračunali stopnjo preživetja (ang. surviving fraction; SF) 
tako, da smo delili uspešnost nasaditve testne skupine z uspešnostjo nasaditve kontrolne 
skupine (Enačba 3).  
 
             𝑃𝐸 =
𝑁 𝑝𝑟𝑒š𝑡𝑒𝑡𝑖ℎ 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑗
𝑁 𝑛𝑎𝑠𝑎𝑗𝑒𝑛𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
                                                                                        ...(2)   
                                                                                        
              𝑆𝐹 =  
𝑃𝐸 𝑡𝑒𝑠𝑡𝑛𝑒 𝑠𝑘𝑢𝑝𝑖𝑛𝑒
𝑃𝐸 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑛𝑒 𝑠𝑘𝑢𝑝𝑖𝑛𝑒
                                                                                     ...(3)  
 
 
Odnos med dozami obsevanja in deležem preživelih klonogenih celic smo opisali z 
linearno-kvadratnim (LQ) modelom. Osnovni LQ model opisuje SF klonogenih celic kot 
funkcijo doze obsevanja D: 
 
            SF(D) = 𝑒−α∙D−β∙D2                                                                                             …(4)                                 
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3.2.1.5 Test metabolne aktivnosti celic 
Namen testa metabolne aktivnosti celic je bil ugotoviti delež celic, ki so ohranile metabolno 
aktivnost po obsevanju z X-žarki oz. izpostavitvi kemoterapevtikom, ter primerjati med 
celičnima linijama Detroit 562 in SCC090.  
3.2.1.5.1 Test metabolne aktivnosti celic po obsevanju z X-žarki 
Število celic, ki smo jih nasadili za poskus, se je med celičnima linijama razlikovalo. Za 
celično linijo Detroit 562 smo nasadili 500 celic na vdolbinico, za celično linijo SCC090 pa 
5000 celic na vdolbinico, saj SCC090 celice rastejo počasneje. Iz založne suspenzije smo 
opravili ustrezne redčitve (500 in 5000 celic v 100 μl gojišča) v epruvetah Falcon. Celične 
suspenzije iz epruvet Falcon smo prenesli na mikrotitrno ploščo, po 100 μl celične suspenzije 
na vdolbinico. Za vsako dozo in vsako celično linijo smo nasadili 20 vdolbinic na mikrotitrni 
plošči z 96 vdolbinicami in ravnim dnom. Na mikrotitrno ploščo smo prenesli tudi samo 
gojišče za spremljanje fluorescence samega gojišča. Uporabili smo 4 mikrotitrne plošče, za 
vsako dozo obsevanja eno (0 Gy, 2 Gy, 4 Gy in 6 Gy). Mikrotitrno ploščo z nasajenimi 
celicami smo nato inkubirali 24 ur v inkubatorju pri temperaturi 37 °C, atmosferi s 5-
odstotnim CO2 in 90-odstotno vlažnostjo. Po inkubaciji smo celice obsevali z X-žarki z 
dozami 2 Gy, 4 Gy in 6 Gy. Sledila je 3 dnevna inkubacija celic v inkubatorju. Nato smo 
opravili spektrofotometrične meritve z reagentom Presto Blue. Presto Blue smo odpipetirali 
v banjico in s pomočjo multikanalne pipete v vsako vdolbinico dodali 10 μl reagenta, ga 
pustili delovati 30 min in opravili spektrofotometrične meritve. Fluorescenco smo merili pri 
ekscitaciji pri valovni dolžini 535 nm in emisiji pri valovni dolžini 595 nm. Meritve smo 
opravili po 30 min inkubaciji z barvilom.  
3.2.1.5.2 Test metabolne aktivnosti celic po izpostavitvi kemoterapevtikom (cisplatin, 
bleomicin, karboplatin) 
Število nasajenih celic za testiranje metabolne aktivnosti celic po izpostavitmi 
kemoterapevtikom je bilo pri celičnih linijah različno. Celic Detroit 562 smo nasadili po 
2000 na vdolbinico, celic SCC090 pa 8000 na vdolbinico v končnem volumnu 100 μl. Kot 
pri testu klonogenosti smo po tripsinizaciji celic pripravili založno celično suspenzijo. Nato 
smo pripravili založno raztopino kemoterapevtikov. Založna koncentracija cisplatina je bila 
26,94 μM, bleomicina 214 μM, karboplatina pa 2694 μM. Kemoterapevtike smo v 
mikrocentrifugirki 10x redčili z gojiščem in naredili založne raztopine za vse tri 
kemoterapevtike posebej. Masna koncentracija založne raztopine cisplatina je bila 10 μg/ml, 
bleomicina 303 μg/ml in karboplatina 1000 μg/ml. Te raztopine smo redčili in dobili željene 
koncentracije posameznih kemoterapevtikov v posameznih mikrocentrifugirkah. V tabelah 
9, 10 in 11 so prikazani izračuni za redčitve kemoterapevtikov iz založne raztopine. 
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Preglednica 10: Priprava raztopine cisplatina 
Cisplatin 
(μg/ml) 
Volumen 
gojišča (μl) 
Volumen cisplatina 
iz založne raztopine 
(μl) 
0,0 1000 0,0 
0,25 997 2,5 
0,5 995 5,0 
1,0 990 10,0 
1,5 985 15,0 
2,0 980 20,0 
3,0 970 30,0 
 
 
 
Preglednica 11: Priprava raztopine bleomicina 
Bleomicin 
(μg/ml) 
Volumen 
gojišča 
(μl) 
Volumen 
bleomicina iz 
založne raztopine 
(μl) 
0,0 1000,0 0,0 
1,0 995,0 4,7 
2,5 988,0 11,7 
5,0 977,0 23,4 
10,0 953,0 46,7 
20,0 907,0 93,4 
50,0 767,5 233,5 
100,0 533,0 467,0 
 
 
 
Preglednica 12: Priprava raztopine karboplatina 
Karboplatin 
(μg/ml) 
Volumen 
gojišča 
(μl) 
Volumen 
karboplatina iz 
založne raztopine 
(μl) 
0 1000,0 0,0 
10 996,3 3,7 
20 992,6 7,4 
50 981,4 18,6 
100 963,0 37,0 
200 925,8 74,2 
 
Raztopini kemoterapevtika smo dodali tolikšen volumen založne celične suspenzije, da je 
bilo število celic za celično linijo Detroit 562 20000 in za celično linijo SCC090 80000 v 1 
ml redčenega kemoterapevtika. Mešanico gojišča, kemoterapevtika in celične suspenzije 
smo nato prenesli na mikrotitrno ploščo z 96 vdolbinicami. V vsako vdolbinico smo prenesli 
100 μl dobro premešane mešanice. Za vsako koncentracijo posameznega kemoterapevtika 
smo za obe celični liniji naredili 6 tehničnih ponovitev. Mikrotitrne plošče smo nato 
inkubirali 3 dni v inkubatorju pri temperaturi 37 °C, atmosferi s 5-odstotnim CO2 in z 90-
odstotno vlažnostjo. Po treh dneh smo opravili spektrofotometrične meritve. Barvilo Presto 
Blue smo prenesli v banjico in ga z multikanalno pipeto po 10 μl dodali v vdolbinice k 100 
μl mešanice celic in kemoterapevtika. Reagent smo pustili delovati 30 min, nato pa pomerili 
34 
Volk L. Občutljivost HPV- pozitivnih in HPV- negativnih humanih celičnih linij karcinoma žrela na izbrane kemoterapevtike. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
 
fluorescenco z ekscitacijo pri valovni dolžini 535 nm in emisijo pri valovni dolžini 595 nm. 
Za vsak kemoterapevtik so bile opravljene vsaj 3 biološke ponovitve.  
3.2.1.5.3 Obdelava rezultatov testa metabolne aktivnosti 
Rezultate smo obdelali v programih Excel in Sigma Plot. Prikazani so v tabelah in grafih kot 
povprečje tehničnih ponovitev s standardno napako. Za test klonogenosti so grafi oblikovani 
kot logaritem stopnje preživetja klonogenih celic v odvisnosti od doze obsevanja. Za test 
metabolne aktivnosti celic pa so grafi oblikovani kot delež metabolno aktivnih celic v 
odvisnosti od doze obsevanja oziroma od koncentracije kemoterapevtika. Na koncu so 
predstavljeni tudi rezultati vrednosti EC50 za kemoterapevtike obeh celičnih linij. EC50 je 
efektivna koncentracija kemoterapevtika, ki pri 50 % celic povzroči izgubo metabolne 
aktivnosti. Vrednosti EC50 smo razbrali iz grafov posameznih bioloških ponovitev.  
 
3.2.1.5.4 Statistična obdelava podatkov 
Za statistično obdelavo podatkov smo uporabili programa Sigma Plot 2014 in Excel 2013.  
 
Podatki v tabelah so prikazani kot povprečje tehničnih ponovitev ± standardna napaka. Za 
testiranje hipotez smo uporabili statistično metodo Studentov t-test. Studentov t-test smo 
opravili v programu Sigma Plot 2014. Rezultati Studentovega t-testa so opisani s statistično 
pomembnostjo oziroma p-vrednostjo. Če je vrednost p enaka ali manjša od vrednosti 0,05 
(p < 0,05), sta dva podatka statistično značilno različna. Če pa je vrednost p večja 0,05 (p > 
0,05), pa ne moremo govoriti o statistično značilni razliki.  
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4 REZULTATI 
4.1 RASTNA KRIVULJA ZA CELIČNI LINIJI SCC090 IN Detroit 562 
Celice HPV-pozitivne celične linije SCC090 in HPV-negativne celične linije Detroit 562 
smo nasadili na mikrotitrno ploščo s 96 vdolbinicami. V vsako vdolbinico mikrotitrske 
plošče, smo nasadili po 10000 celic. Rast celic smo spremljali 5 dni. Po 3, 27, 51 in 75 urah 
smo opravili meritev fluorescence oziroma metabolne aktivnosti celic z dodatkom 10 μl 
reagenta Presto Blue. Obdelali smo podatke in jih normalizirali na prvo meritev fluorescence 
(3 ure po nasaditvi). S tem smo dobili podatke o spremembni fluorescence, na podlagi 
katerih smo lahko sklepali o spremembi količine metabolno aktivnih celic. Izračunane 
vrednosti metabolne aktivnosti celic smo nato uporabili za izris eksponentne krivulje, s 
katero opišemo odvisnost med normalizirano fluorescenco oziroma metabolno aktivnostjo 
celic in časovnim obdobjem. Eksponentna krivulja predstavlja logaritemsko fazo rastne 
krivulje, pri kateri gre za eksponencialno rast celic.  
 
Izmerjene vrednosti celične linije SCC090 so se dobro prilegale eksponentni krivulji. R2 za 
celično linijo SCC090 je bil 0,89, za celično linijo Detroit 562 pa 0,99. Podvojevalni čas 
celične linije SCC090 je bil 53 ur, celične linije Detroit 562 pa 31 ur.  
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Slika 14: Prikaz rastne krivulje za HPV-pozitivno celično linijo SCC090. Z rdečo označena krivulja je model 
eksponentne rasti. R2 = 0,89  
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Slika 15: Prikaz rastne krivulje za HPV-negativno celično linijo Detroit 562. Z zeleno je označena krivulja 
modela eksponentne krivulje. R2 = 0.99   
4.2  OBČUTLJIVOST HPV-POZITIVNE CELIČNE LINIJE SCC090 IN HPV-
NEGATIVNE CELIČNE LINIJE Detroit 562 NA IONIZIRAJOČE SEVANJE 
4.2.1 Določanje reproduktivne sposobnosti celičnih linij SCC090 in Detroit 562 s 
testom klonogenosti 
Za ovrednotenje vpliva obsevanja na reprodukcijsko sposobnost HPV-pozitivne celične 
linije SCC090 in HPV-negativne celične linije Detroit 562 smo najprej izvedli test 
klonogenosti, ki je standardni test za določanje reprodukcijske sposobnosti celic. Omejitev 
testa je, da vse celične linije niso sposobne tvoriti kolonij, zato smo najprej določili 
sposobnost tvorbe kolonij za obe celični liniji. Prešteli smo tiste kolonije, kjer je bilo več kot 
50 celic, in izračunali uspešnost nasaditve glede na začetno število nasajenih celic. Obe 
celični liniji smo nato izpostavili različnim dozam ionizirajočega sevanja in določili delež 
celic, ki so ohranile reprodukcijsko sposobnost. 
 
Uspešnost nasaditve kontrolnih, neobsevanih celic Detroit 562 je bila 6,1 % ± 2,4. Delež 
preživelih celic Detroit 562 pri različnih dozah je prikazan v preglednici 2 in na sliki 2. Delež 
preživelih celic smo določili 10 dni po obsevanju. Delež klonogenih celic Detroit 562 se je 
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statistično značilno zmanjšal po 6 in 8 Gy (p < 0,05), ne pa tudi po izpostavitvi nižjima 
dozama sevanja 2 in 4 Gy v primerjavi s kontrolnimi, neobsevanimi celicami (p > 0,05).  
 
Preglednica 13: Delež klonogenih celic HPV-negativne celične linije Detroit 562 po izpostavitvi 
ionizirajočemu sevanju. Rezultati so prikazani kot delež preživelih celic (DP) po obsevanju z različnimi 
dozami ionizirajočega sevanja (2-8 Gy) 
Doza obsevanja [Gy] Delež preživetja s standardno napako  
0 1,00 ± 0,0 
2 0,62 ± 0,10 
4 0,29 ± 0,17 
6 0,07 ± 0,01 
8 0,02 ± 0,01 
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Slika 16: Delež klonogenih celic HPV-negativne celične linije Detroit 562 po izpostavitvi različnim dozam 
ionizirajočega sevanja (2-8 Gy). Modra črta predstavlja krivuljo linearno-kvadratnega modela. Prileganje 
krivulje: R2 = 0,9993. LQ parametri: α = 0,15 [Gy-1], β = 0,04 [Gy2]. Razmerje D0 = α/β = 3,75 Gy. Vrednosti 
so prikazane kot povprečje ± standardna napaka treh neodvisnih ponovitev.  
Razmerje 𝛼/β za celično linijo Detroit 562 je 3,75 Gy. 
 
Za celično linijo SCC090 nismo mogli določiti deleža preživelih celic po obsevanju z 
različnimi dozami, ker kolonije niso zrasle. Zato smo testirali različno število nasajenih 
kontrolnih, neobsevanih celic (preglednica 14) in pri največjem številu nasajenih celic 
določili uspešnost nasaditve 3,0 % ± 0,4. 
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Preglednica 14: Uspešnost nasaditve v odvisnosti od števila nasajenih celic HPV-pozitivne celične linije 
SCC090. Rezultati so prikazani kot povprečna uspešnost nasaditve po različnemu številu nasajenih celic 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kolonije celic SCC090, ki so zrasle na petrijevkah, smo opazovali pod mikroskopom, ker so 
bile zelo majhne tudi še po 18 dneh, ko so se celice že začele spirati iz kolonij v gojišče. V 
gojišču je bilo tudi veliko odmrlih celic in njihovih ostankov. Ne glede na število nasajenih 
celic so bile izrasle kolonije zelo majhne in se s prostim očesom ni dalo jasno ločiti med 
kolonijami, kjer je bilo več kot 50 celic, in kolonijami, kjer je bilo celic manj kot 50. Za 
oceno uspešnosti nasaditve smo zato uporabili program Image J, v katerem smo analizirali 
slike petrijevk z zraslimi kolonijami (Slika 18). Zaradi težavnosti objektivnega ocenjevanja 
števila kolonij z ohranjeno reprodukcijsko sposobnostjo in počasne rasti celic smo zaključili, 
da celice SCC090 niso sposobne tvoriti kolonij v danih razmerah.  
 
 
 
Slika 17: Prikaz petrijevk z različnim številom nasajenih celic. Kolonije so pri nizkem številu nasajenih celic 
(500, 1000, 2000) skoraj nevidne. Pri petrijevkah z več nasajenimi celicami so kolonije vidne, a je težko 
objektivno oceniti, kje je celic več kot 50 
Zaradi nizke uspešnosti nasaditve celic Detroit 562 in nezmožnosti tvorbe kolonij celične 
linije SCC090 smo za ovrednotenje učinka sevanja na preživetje celic uporabili test za 
določanje metabolne aktivnosti. 
Število nasajenih celic Povprečna uspešnost 
nasaditve [%] 
500 1,8 ± 0,4 
1000 1,4 ± 0,2 
2000 1,9 ± 0,2 
4000 1,6 ± 0,3 
6000 5,5 ± 0,9 
10000 3,0 ± 0,4 
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4.2.2 Določanje vpliva ionizirajočega sevanja na celični liniji SCC090 in Detroit 562 
s testom metabolne aktivnosti 
Vpliv ionizirajočega sevanja na preživetje HPV-pozitivne celične linije SCC090 in HPV-
negativne celične linije Detroit 562 smo določili z vrednotenjem metabolne aktivnosti celic 
po obsevanju z različnimi dozami. Celični liniji Detroit 562 in SCC090 smo izpostavili 
različnim dozam ionizirajočega sevanja (2-6 Gy) in po 3 dneh izmerili fluorescenco. Kot 
kontrolno skupino smo uporabili neobsevane celice.  
 
Obe celični liniji sta bili občutljivi na ionizirajoče sevanje. Delež metabolno aktivnih celic 
se je s povečevanjem doze sevanja zmanjšal pri obeh celičnih linijah. Delež metabolno 
aktivnih celic SCC090 in Detroit 562 se je po obsevanju z dozami 2, 4 in 6 Gy statistično 
značilno zmanjšal v primerjavi s kontrolnimi neobsevanimi celicami (p < 0,05).  
 
Preglednica 15: Delež metabolno aktivnih celic SCC090 in Detroit 562 po izpostavitvi različnim dozam 
ionizirajočega sevanja (0-6 Gy) 
Celična linija 0 Gy1 2 Gy 4 Gy 6 Gy 
SCC090 1,00 ± 0,0 0,71 ± 0,03 0,54 ± 0,07 0,44 ± 0,08 
Detroit 562 1,00 ± 0,0 0,77 ± 0,04 0,39 ± 0,09 0,33 ± 0,08 
1 vrednosti so povprečje ± standardna napaka treh neodvisnih ponovitev 
 
Izmerjene vrednosti metabolne aktivnost celic smo nato uporabili za izračun parametrov 
linearno-kvadratnega modela, s katerim lahko matematično opišemo odvisnost preživetja od 
doze sevanja. Krivulja linearno-kvadratnega modela je na grafih označena z barvno krivuljo 
(slika 17). Izmerjene vrednosti metabolne aktivnosti celic so se zelo dobro prilegale linearno-
kvadratnemu modelu. R2 za celično linijo SCC090 je bil 1, za celično linijo Detroit 562 pa 
0,98. Razmerje α/β je bil pri celični liniji SCC090 21,9 Gy, pri celični liniji Detroit 562 pa 
13,74 Gy. 
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Slika 18: Prikaz deleža metabolno aktivnih celic v 
odvisnosti od doze obsevanja (0-6 Gy) za HPV-
pozitivno celično linijo SCC090. Rdeča krivulja 
predstavlja linearno-kvadratni model. R2 = 1 za 
celično linijo SCC090. D0 = α/β = 21,90 Gy. 
Vrednosti so povprečje ± standardna napaka treh 
neodvisnih ponovitev 
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Slika 19: Prikaz deleža metabolno aktivnih celic v 
odvisnosti od doze obsevanja (0-6 Gy) za HPV-
negativno celično linijo Detroit 562. Zelena 
krivulja predstavlja linearno-kvadratni model. R2 = 
0,98 za celično linijo Detroit 562. D0 = α/β = 13,74 
Gy. Vrednosti so povprečje ± standardna napaka 
treh neodvisnih ponovitev 
 
Za primerjavo občutljivosti celic HPV-pozitivne celične linije SCC090 in HPV-negativne 
celične linije Detroit 562 na ionizirajoče sevanje smo krivulji deleža metabolno aktivnih 
celic narisali na skupnem grafu in potrdili, da sta celični liniji enako občutljivi na ionizirajoče 
sevanje in med njima ne obstajajo statistično značilne razlike (p > 0,05) (slika 19 in 20).  
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Slika 20: Prikaz primerjave deleža metabolno aktivnih celic v odvisnosti od doze obsevanja (0-6 Gy). Z 
rdečo je označena krivulja HPV-pozitivne celične linije SCC090, z zeleno pa HPV-negativne celične linije 
Detroit 562. Vrednosti so povprečje ± standardna napaka treh neodvisnih ponovitev 
4.3 OBČUTLJIVOST HPV-POZITIVNE CELIČNE LINIJE SCC090 IN HPV-
NEGATIVNE CELIČNE LINIJE Detroit 562 NA RAZLIČNE 
KEMOTERAPEVTIKE 
Učinek delovanja posameznih kemoterapevtikov na viabilnost celic celičnih linij SCC090 
in Detroit 562 smo določili s testom metabolne aktivnosti. Celice smo nasadili na 
mikrotitrsko ploščo in jih izpostavili različnim koncentracijam cisplatina, bleomicina ali 
karboplatina. Celice smo inkubirali 72 ur, nato pa smo dodali reagent Presto Blue in pomerili 
fluorescenco. Za kontrolo smo uporabili celice, ki niso bile izpostavljene kemoterapevtikom. 
Delež metabolno aktivnih celic, izpostavljenih določeni koncentraciji kemoterapevtika, smo 
normalizirali na delež metabolno aktivnih celic v kontrolni skupini in tako določili stopnjo 
citotoksičnosti kemoterapevtika pri različnih koncentracijah.  
 
Razpon koncentracij izbranih kemoterapevtikov, ki smo jih dodali k celicam, je bil različen 
za vsak kemoterapevtik: 
- cisplatin : od 0,83 µM do 10 µM (Preglednica 16 in Slika 22), 
- karboplatin: od 26,9 µM do 539 µM (Preglednica 17 in Slika 23), 
- bleomicin: od 7,06 µM do 706 µM (Preglednica 18 in Slika 24). 
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4.3.1 Cisplatin 
Delež metabolno aktivnih celic HPV-pozitivne celične linije SCC090 in HPV-negativne 
celične linije Detroit 562 se z večanjem koncentracije cisplatina manjša. Delež metabolno 
aktivnih celic SCC090 je bil po izpostavitvi vsem koncentracijam cisplatina statistično 
značilno zmanjšan (p < 0,05). Pri celicah Detroit 562 se delež metabolno aktivnih celic pri 
najnižji koncentraciji cisplatina (0,83 μM) ni statistično značilno zmanjšal (p > 0,05). Pri 
ostalih višjih koncentracijah cisplatina se je delež metabolno aktivnih celic Detroit 562 
statistično značilno zmanjšal (p > 0,05).  
 
Citotoksični učinek cisplatina oz. delež metabolno aktivnih celic se pri posameznih 
koncentracijah ni statistično značilno razlikoval med celičnima linijama SCC090 in Detroit 
562 (p > 0,05). 
 
Preglednica 16: Prikaz deleža metabolno aktivnih celic po izpostavitvi različnim koncentracijami cisplatina z 
navedeno standardno napako za HPV-pozitivno celično linijo SCC090 in HPV-negativno celično linijo 
Detroit 562 
  0 μM1 0,83 μM 1,67 μM 3,33 μM 5 μM 6,67 μM 10 μM 
SCC090 1,00 ± 0,0 0,87 ± 0,01  0,81 ± 0,09 0,50 ± 0,08 0,35 ± 0,09 0,26 ± 0,09 0,16 ± 0,07 
Detroit 562 1,00 ± 0,0 0,87 ± 0,09 0,63 ± 0,04 0,38 ± 0,03 0,29 ± 0,04 0,19 ± 0,00 0,15 ± 0,01 
1 vrednosti so povprečje ± standardna napaka treh neodvisnih ponovitev 
 
 
Slika 21: Delež metabolno aktivnih celic v odvisnosti od koncentracije cisplatina. Z rdečo je označen potek 
krivulje HPV-pozitivne celične linije SCC090, z zeleno pa HPV-negativne celične linije Detroit 562. S 
prekinjeno črto je označen delež metabolno aktivnih celic 0,5, pri katerem smo odčitali EC50. Vrednosti so 
povprečje ± standardna napaka treh neodvisnih ponovitev 
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4.3.2 Karboplatin 
Delež metabolno aktivnih celic se je z naraščanjem koncentracije karboplatina manjšal pri 
obeh celičnih linijah. Pri obeh celičnih linijah je bil delež metabolno aktivnih celic statistično 
značilno (p < 0,05) zmanjšan pri vseh koncentracijah karboplatina v primerjavi z deležem 
metabolno aktivnih kontrolnih celic.  
 
Pri izpostavitvi celic SCC090 in Detroit 562 najnižji koncentraciji karboplatina (26,9 μM) 
se je delež metabolno aktivnih celic SCC090 zmanjšal na 0,94 ± 0,05, delež metabolno 
aktivnih celic Detroit 562 pa na 0,62 ± 0,05. Razlika v deležu metabolno aktivnih celic med 
celičnima linijama SCC090 in Detroit 562 je bila statistično značilna (p < 0,05). Pri ostalih 
koncentracijah karboplatina se delež metabolno aktivnih celic SCC090 in Detroit ni 
statistično značilno razlikoval (p > 0,05).  
 
Preglednica 17: Prikaz deleža metabolno aktivnih celic po izpostavitvi različnim koncentracijam karboplatina 
z navedeno standardno napako za HPV-pozitivno celično linijo SCC090 in HPV-negativno celično linijo 
Detroit 562 
 0 μM1 26,9 μM 53,9 μM 135 μM 269 μM 539 μM 
SCC090 1,00 ± 0,00 0,94 ± 0,05 0,60 ± 0,03 0,19 ± 0,02 0,08 ± 0,04 0,02 ± 0,00 
Detroit 562 1,00 ± 0,00 0,62 ± 0,05 0,47 ± 0,02 0,21 ± 0,02 0,07 ± 0,01 0,02 ± 0,00 
1 vrednosti so povprečje ± standardna napaka treh neodvisnih ponovitev 
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Slika 22: Delež metabolno aktivnih celic v odvisnosti od koncentracije karboplatina. Z rdečo je označena 
celična linija SCC090, z zeleno pa celična linija Detroit 562. S prekinjeno črto je označen delež metabolno 
aktivnih celic 0,5, pri katerem smo odčitali EC50. Vrednosti so povprečje ± standardna napaka treh 
neodvisnih ponovitev 
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4.3.3 Bleomicin 
Delež metabolno aktivnih celic HPV-pozitivne celične linije SCC090 in HPV-negativne 
celične linije Detroit 562 se je z naraščanjem koncentracije bleomicina manjšal. Pri vseh 
koncentracijah bleomicina se je delež metabolno aktivnih celic SCC090 in Detroit 562 
statistično značilno zmanjšal (p < 0,05).  
 
Citotoksični učinek bleomicina oz. delež metabolno aktivnih celic po izpostavitvi 
bleomicinu se pri posameznih koncentracijah med celicami celičnih linij SCC090 in 
Detroit 562 ni statistično značilno razlikoval (p > 0,05). 
 
Preglednica 18: Prikaz deleža metabolno aktivnih celic po izpostavitvi različnim koncentracijam bleomicina 
z navedeno standardno napako za HPV-pozitivno celično linijo SCC090 in HPV-negativno celično linijo 
Detroit 562 
 0 μM1 7,06 μM 17,7 μM 35,3 μM 70,6 μM 141 μM 353 μM 706 μM 
SCC090 1,0 ± 
0,00 
0,90 ± 
0,13 
0,85 ± 
0,14 
0,79 ± 
0,15 
0,58 ± 
0,15 
0,28 ± 
0,18 
0,10 ± 
0,11 
0,06 ± 
0,07 
Detroit 
562 
1,0 ± 
0,00 
0,77 ± 
0,05 
0,70 ± 
0,03 
0,63 ± 
0,01 
0,34 ± 
0,06 
0,10 ± 
0,02 
0,07 ± 
0,02 
0,03 ± 
0,00 
1 vrednosti so povprečje ± standardna napaka treh neodvisnih ponovitev 
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Slika 23: Delež metabolno aktivnih celic v odvisnosti od koncentracije bleomicina. Z rdečo je označena 
celična linija SCC090, z zeleno pa celična linija Detroit 562. S prekinjeno črto je označen delež metabolno 
aktivnih celic 0,5, pri katerem smo odčitali EC50. Vrednosti so povprečje ± standardna napaka treh 
neodvisnih ponovitev 
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4.3.4 Primerjava učinka različnih kemoterapevtikov na EC50 celičnih linij SCC090 
in Detroit 562 
Kemoterapevtiki se med sabo razlikujejo po stopnji citotoksičnosti. O citotoksičnosti 
kemoterapevtika lahko sklepamo tudi z določanjem efektivne koncentracije EC50, pri kateri 
je polovica izpostavljenih celic metabolno neaktivnih. Koncentracijo EC50 za vsak 
kemoterapevtik smo odčitali iz grafov posameznih poskusov in izračunali povprečne 
vrednosti EC50 za vsak kemoterapevtik za obe celični liniji.  
 
Preglednica 19: Prikaz povprečne vrednosti EC50 [μM] za cisplatin, karboplatin in bleomicin z navedeno 
standardno napako za HPV-pozitivno celično linijo SCC090 in HPV-negativno celično linijo Detroit 562 
 cisplatin [μM]1 bleomicin [μM] karboplatin [μM] 
SCC090 3,6 ± 0,9 87,9 ± 15,2 62,5 ± 11,2 
Detroit 562 3,6 ± 1,3 52,1 ± 4,9 51,4 ± 5,2 
1 vrednosti so povprečje ± standardna napaka treh neodvisnih ponovitev 
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Slika 24: Primerjava vrednosti EC50 cisplatina, bleomicina in karboplatina za celični liniji SCC090 in Detroit 
562. Vrednosti so povprečne EC50 iz treh poskusov in standardna napaka. * EC50 je statistično značilno (p < 
0,05) različna od bleomicina in karboplatina. Vrednosti so povprečje ± standardna napaka treh neodvisnih 
ponovitev 
Izmed preučevanih kemoterapevtikov je imel cisplatin najnižjo vrednost EC50, in sicer 3,6 
μM pri celični liniji SCC090 in 3,6 μM pri celični liniji Detroit 562. Vrednosti EC50 
bleomicina in karboplatina sta bili pri višjih koncentracijah kot pri cisplatinu. EC50 
bleomicina je bila 87,9 μM za celično linijo SCC090 in 52,1 μM za celično linijo Detroit 
562. EC50 karboplatina je bila 62,5 μM za celično linijo SCC090 in 51,4 μM za celično linijo 
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Detroit 562. Razlike v vrednosti EC50 bleomicina in karboplatina niso bile statistično 
značilne (p > 0,05) niti pri HPV-pozitivni celični liniji SCC090 kot tudi ne pri HPV-
negativni celični liniji Detroit 562. Bleomicin in karboplatin imata na celice SCC090 in 
Detroit 562 primerljiv citotoksičen učinek.  
 
Vrednosti EC50 cisplatina se statistično značilno razlikujejo od vrednosti EC50 bleomicina in 
karboplatina (p < 0,05). Obe celični liniji sta bolj občutljivi na cisplatin kot pa na bleomicin 
in karboplatin. EC50
cisplatin bleomicin karboplatin
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Slika 25: Primerjava vrednosti EC50 izbranih kemoterapevtikov med HPV-pozitivno celično linijo SCC090 in 
HPV-negativno celično linijo Detroit 562. n.z. - EC50 ni statistično značilno (p > 0,05) različna med 
celičnima linijama SCC090 in Detroit 562. Vrednosti so povprečje ± standardna napaka treh neodvisnih 
ponovitev 
HPV-pozitivna celična linija SCC090 in HPV-negativna celična linija Detroit 562 sta bili 
primerljivo občutljivi na kemoterapevtike cisplatin, bleomicin in karboplatin, saj se 
vrednosti EC50 med posameznima celičnima linijama niso statistično značilno razlikovale (p 
> 0,05) pri nobenem kemoterapevtiku.  
 
47 
Volk L. Občutljivost HPV- pozitivnih in HPV- negativnih humanih celičnih linij karcinoma žrela na izbrane kemoterapevtike. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019  
 
 
5 RAZPRAVA 
Bolniki s tumorji glave in vratu, ki so HPV-pozitivni, imajo boljšo prognozo kot tisti, ki so 
HPV-negativni. Trenutno je glavni način zdravljenja tumorjev glave in vratu obsevanje s 
sočasno kemoterapijo s cisplatinom v kombinaciji z operativnimi posegi. Takšno zdravljenje 
ima močne in ireverzibilne stranske učinke. Zaradi boljše odzivnosti na zdravljenje bolnikov 
s HPV-pozitivnimi tumorji se v kliniki veliko razpravlja o zmanjšanju intenzivnosti 
zdravljenja za te bolnike, in sicer z zmanjšanjem doze sevanja in nižanjem koncentracije 
kemoterapevtikov za to skupino bolnikov. Ena izmed strategij je zmanjšanje kemoterapije 
na osnovi cisplatina ali zamenjava cisplatina z drugim, manj toksičnim kemoterapevtikom 
oziroma manj toksičnim načinom zdravljenja (Busch in sod., 2016). Glavna stranska učinka 
cisplatina sta nefrotoksičnost in ototoksičnost. Bolniki lahko utrpijo poškodbe ledvic ali 
izgubo sluha ali oboje. Manj pogosti neželeni učinki pa so nevrotoksičnost, toksičnost 
prebavil in mielosupresija (Li in sod., 2002). Zamenjava cisplatina z drugim 
kemoterapevtikom, ki bi imel manj neželenih učinkov kot cisplatin, bi bila možna rešitev, 
če bi alternativni kemoterapevtik imel primerljivo učinkovitost kot cisplatin (Busch in sod., 
2016). Rezultati kliničnih raziskav so pokazali, da so bolniki s HPV-pozitivnimi tumorji 
glave raka in vratu bolj občutljivi na terapijo s cisplatinom in obsevanjem. Nasprotno pa 
rezultati in vitro raziskav niso popolnoma enotni, a večina raziskav kaže na večjo 
občutljivost HPV-pozitivnih celičnih linij kot HPV-negativnih celičnih linij (Mirghani in 
sod., 2015).  
 
Namen magistrske naloge je bil karakterizirati celični liniji SCC090 in Detroit 562, ki sta 
bili na novo pridobljeni v laboratoriju Oddelka za eksperimentalno onkologijo na 
Onkološkem inštitutu Ljubljana. SCC090 je HPV-pozitivna celična linija, Detroit 562 pa 
HPV-negativna celična linija raka glave in vratu. Ovrednotili smo odziv obeh celičnih linij 
na obsevanje, izpostavitev cisplatinu, bleomicinu in karboplatinu. 
5.1 RASTNA KRIVULJA CELIČNIH LINIJ SCC090 IN Detroit 562 
Rastna krivulja je pomembna za karakterizacijo celičnih linij. Klasična rastna krivulja je 
sestavljena iz 4 faz: lag faze, logaritemske oziroma eksponentne faze, stacionarne faze in 
faze smrti. S pomočjo rastne krivulje se določa najboljše časovno obdobje za vrednotenje 
učinka določenih bioloških spojin (Assanga in sod., 2013).  
 
Krivulja povečevanja deleža metabolno aktivnih celic (normalizirane fluorescence) HPV-
pozitivne celične linije SCC090 je bolj položna od krivulje HPV-negativne celične linije 
Detroit 562. Celična linija SCC090 raste počasneje in ima daljši podvojevalni čas (53 ur) v 
primerjavi s HPV-negativno celično linijo Detroit 562 (31 ur).  
 
Zaradi počasne rasti celične linije SCC090 bi bil potreben daljši čas inkubacije celic za test 
metabolne aktivnosti. Namesto 3 dni, bi celice inkubirali 7 dni. S tem bi imele celice več 
časa za rast in bi bile lahko meritve fluorescence drugačne.  
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5.2 OBČUTLJIVOST HPV-POZITIVNE CELIČNE LINIJE SCC090 IN HPV-
NEGATIVNE CELIČNE LINIJE Detroit 562 NA IONIZIRAJOČE SEVANJE  
5.2.1 Test klonogenosti za določanje učinka ionizirajočega sevanja na HPV-pozitivno 
celično linijo SCC090 in HPV-negativno celično linijo Detroit 562 
Test klonogenosti je standardni test za določanje reprodukcijske sposobnosti celic po 
izpostavitvi ionizirajočemu sevanju ali različnim kemoterapevtikom. Pomemben pogoj za 
izvedbo testa klonogenosti je, da so testirane celične linije sposobne tvoriti kolonije. V 
primeru, da celične linije ne tvorijo kolonij, lahko uporabimo alternativne metode, med 
katere spadajo tudi testi za določanje viabilnosti celic (Serša in sod., 2018).  
 
Odnos med dozami ionizirajočega sevanja in deležem preživelih klonogenih celic lahko 
opišemo s krivuljami preživetja za posamezne celične linije. S primerjavo krivulj preživetja 
lahko primerjamo in ovrednotimo tumorske celične linije glede na občutljivost na sevanje 
(Braselman in sod., 2015). V magistrski nalogi smo za opis krivulje preživetja celic po 
obsevanju uporabili linearno-kvadratni (LQ) model. LQ-model je matematični model, s 
katerim lahko opišemo krivuljo preživetja celic. S pomočjo modela lahko določimo 
verjetnost preživetja celic po izpostavitvi določeni dozi sevanja. Enačba za izračun deleža 
preživelih celic (SF) v odvisnosti od doze (D) izpostavitve ionizirajočemu sevanju:  
 
          SF(D) = 𝑒−α∙D−β∙D2                                                                                                                                         … (4) 
 
Uporablja se za analizo in napovedovanje odziva na ionizirajoče sevanje in vitro in in vivo 
(McMahon, 2018). 
 
Komponenta α v enačbi je linearna komponenta, ki predstavlja celice, ki ne uspejo popraviti 
poškodb po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju in umrejo že po prvem udarcu ionizirajočega 
sevanja. Enota je Gy-1. Komponenta β je v enačbi kvadratna komponenta, ki predstavlja 
celice, ki so se po izpostavitvi ionizirajočemu sevanju prenehale deliti, lahko pa popravijo 
poškodbe, ki jih povzroči ionizirajoče sevanje. Potrebnih je več udarcev ionizirajočega 
sevanja, da celica umre. Enota komponente je Gy2. Razmerje komponent α in β je doza pri 
kateri je linearna komponenta enaka kvadratni. Razmerje α/β določa stopnjo ukrivljenosti 
krivulje. Vrednosti α in β prikazujeta občutljivost celic na obsevanje (Ali in sod., 2016). 
Višje kot je razmerje α/β , bolj je krivulja strma, bolj so celice občutljive na sevanje. Celice 
umrejo, ker niso sposobne popravljati poškodb DNA, kar pomeni, da umrejo z apoptotsko 
smrtjo. Nižje kot je razmerje α/β, bolj zavita je krivulja, kar pomeni, da celice umirajo z 
zakasnitvijo, po izpostavitvi več udarcem. To pomeni, da so celice umirale večinoma z 
mitotsko smrtjo (Serša, 2004). 
 
            𝐷0 =  
α
β
     [Gy]                                                                                                    …(5) 
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5.2.1.1 Ionizirajoče sevanje vpliva na klonogenost celic HPV-negativne celične linije 
Detroit 562 
S testom klonogenosti smo želeli ovrednotiti učinek ionizirajočega sevanja na 
reprodukcijsko sposobnost HPV-pozitivne celične linije SCC090 in HPV-negativne celične 
linije Detroit 562. Zanimala nas je tudi primerjava radioobčutljivosti med celičnima linijama. 
  
Test klonogenosti smo uspešno naredili le za celično linijo Detroit 562. Krivulja odvisnosti 
med stopnjo preživetja klonogenih celic in dozo obsevanja pada. Pokazali smo, da je celična 
linija Detroit 562 statistično značilno (p < 0,05) občutljiva na ionizirajoče sevanje pri dozah 
6 in 8 Gy. Krivulja naših rezultatov se ujema z matematičnim linearno-kvadratnim modelom 
(R2 = 0,99). Razmerje α/β = 3,75 Gy. Razmerje α/β je nizko (3-4 Gy), kar pomeni, da je 
celic, ki so uspešno popravile poškodbe DNA ionizirajočega sevanja veliko. Take celice se 
pozno odzovejo in umrejo šele po več udarcih ionizirajočega sevanja. V tem primeru je 
krivulja manj ukrivljena oz. bolj strma, kar pomeni, da celice umirajo predvsem z apoptotsko 
smrtjo. Celična linija spada med manj občutljive na obsevanje. Če bi bilo razmerje α/β 
visoko (8-10 Gy), bi bilo celic, ki niso uspešne pri popravljanju poškodb DNA po obsevanju 
veliko v primerjavi s celicami, ki so pri popravljanju poškodb uspešne. V tem primeru je 
krivulja bolj ukrivljena, kar pomeni, da so celice umirale z mitotsko smrtjo. 
 
Celična linija Detroit 562 ni bila statistično značilno (p > 0,05) občutljiva na nižji dozi 
sevanja, 2 in 4 Gy. Stopnja preživetja klonogenih celic 10 dni po obsevanju z dozo 2 Gy se 
zmanjša za 38 %, pri 4 Gy pa za 71 %. Kljub temu smo s Studentovim t-testom določili, da 
občutljivost na obsevanje ni statistično značilna (p > 0,05). Razlika ni statistično značilna 
tudi zaradi velike razpršenosti podatkov, ki je posledica več dejavnikov. Za humane celične 
linije je značilna nizka uspešnost nasaditve (PE). PE je delež nasajenih celic, ki so sposobne 
reprodukcije v pogojih testa klonogenosti, kjer se nasaja celice v nižji gostoti, kot je običajno 
za gojenje celic v celični kulturi. PE celične linije Detroit 562 je bil povprečno 6 %. Ning in 
sod. (1998) so v svoji raziskavi prav tako naredili test klonogenosti za celično linijo Detroit 
562. Uspešnost nasaditve oziroma PE je bila primerljiva našemu (6,4 % ± 0,8) (Ning in sod., 
1998). Pri nizkem PE lahko pričakujemo relativno večja odstopanja. Kolonije so bile 
majhne, ker so tudi celice obeh celičnih linij manjše. Veliko je bilo ostankov odmrlih celic, 
ker velik delež celic ni preživel. Kolonije smo zaradi majhnosti težko ločili od ostankov 
odmrlih celic. Iz teh razlogov je bilo kolonije težje šteti. Zaradi velikosti kolonij je bilo težko 
oceniti, katere kolonije imajo 50 celic ali več.  
 
Test klonogenosti za HPV-pozitivno celično linijo SCC090 ni bil uspešen. Celična linija 
SCC090 raste zelo počasi. Podvojitveni čas je bil 53 ur. V kulturi niso tvorile enotnega 
monosloja, ampak so se združevale v večje skupke. Preverili smo vpliv gostote nasajanja na 
uspešnost nasajanja celic. V petrijevke, premera 6 cm, ki se standardno uporabljajo za test 
klonogenosti, smo nasadili od 500 do 10000 celic. Po 14 dneh so bile kolonije še zelo 
majhne, slabše vidne s prostim očesom. Posebej pri večji gostoti nasajanja smo v gojišču 
opazili tudi veliko ostankov odmrlih celic. Uspešnost nasajanja je bila pri 500, 1000, 2000 
in 4000 nasajenih celic primerljiva. Povprečje uspešnosti nasaditve je bilo 1,7 %. Pri 6000 
nasajenih celicah je bila uspešnost nasajanja večja, 5,5 %. Pri 10000 nasajenih celicah je bila 
povprečna uspešnost nasaditve manjša kot pri 6000 nasajenih celicah, to je 3 %. Ko smo čas 
inkubacije za test klonogenosti za celično linijo SCC090 podaljšali na 18 dni, so bile kolonije 
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še vedno majhne, veliko več pa je bilo celičnega debrija, mrtvih celic v gojišču, zaradi 
odpadnih produktov pa je bil spremenjen tudi pH gojišča. Pod mikroskopom so bile kolonije 
vidne kot zelo drobni skupki celic. Skupki so bili večinoma veliki več kot 50 celic, vendar 
je bilo težko objektivno določiti, ali kolonijo res tvori 50 ali več celic. V kombinaciji z nizko 
uspešnostjo nasaditve celic SCC090 smo se zato odločili, da test klonogenosti ni primerna 
metoda za določanje učinka obsevanja in kemoterapevtikov na reprodukcijsko sposobnost 
celic SCC090, ker bi zelo težko natančno in ponovljivo ovrednotili preživetje celic SCC090.  
 
Podatki iz literature o celični liniji SCC090 in testu klonogenosti so neenotni. Nekateri 
raziskovalci so poročali o težavah s sposobnostjo celic SCC090 za test klonogenosti. Nagel 
in sod. (2013) niso naredili testa klonogenosti na vseh celičnih linijah, ker niso vse tvorile 
kolonij, med njimi tudi SCC090 (Nagel in sod., 2013). Wang in sod. (2017) so sicer naredili 
test klonogenosti, vendar so morali celice celične linije SCC090 pustiti rasti 20 dni. V članku 
niso omenili točnega števila nasajenih celic na površino petrijevke in dozo sevanja (Wang 
in sod., 2017). Busch in sod. (2016) so prav tako v svoji raziskavi omenili, da je celična linija 
SCC090 počasi tvorila kolonije, zato so tudi uporabili posebno gojišče in celice inkubirali 
več kot 4 tedne (Busch in sod., 2016). Gupta in sod. (2009) so naredili test klonogenosti na 
celični liniji SCC090 in niso poročali o nizki uspešnosti nasaditve, podaljšani inkubaciji ali 
kakršnih koli drugih težavah. Delež preživetja celic SCC090 v njihovi raziskavi je bil pri 2 
Gy 0,13. Izmed treh testiranih celičnih linij je bila celična linija SCC090 najbolj občutljiva 
na ionizirajoče sevanje (Gupta in sod. 2009). V članku niso navedli števila nasajenih celic 
SCC090 za kontrolno skupino ali različne doze sevanja. V vseh omenjenih raziskavah se 
glede na dostopne podatke protokol za test klonogenosti ni bistveno razlikoval od našega 
protokola.  
5.2.2 Test metabolne aktivnosti za določanje učinka ionizirajočega sevanja na HPV-
pozitivno celično linijo SCC090 in HPV-negativno celično linijo Detroit 562 
Namen testa metabolne aktivnosti je bil ovrednotiti učinek ionizirajočega sevanja na delež 
metabolno aktivnih celic HPV-pozitivne celične linije SCC090 in HPV-negativne celične 
linije Detroit 562. Ker test klonogenosti za celično linijo SCC090 ni bil uspešen, smo se 
odločili za alternativno metodo in določali učinek ionizirajočega sevanja s testom za 
določanje metabolne aktivnosti celic, na osnovi katerega lahko sklepamo o viabilnosti celic.  
 
Test klonogenosti se navadno uporablja za določanje reprodukcijske sposobnosti obsevanih 
tumorskih celic. Testi viabilnosti na osnovi določanja različnih parametrov celične 
aktivnosti pa se navadno uporabljajo za določanje občutljivosti celic na kemikalije ali za 
določanje toksičnosti zdravil. Eden izmed načinov določanja viabilnosti celic po izpostavitvi 
potencialno toksičnim snovem ali obsevanju je z merjenjem mitohondrijske aktivnosti celic 
(Boncler in sod., 2014). Obstajajo različni komercialni kompleti reagentov, s katerimi se 
lahko določa delež metabolno aktivnih celic. Metabolno aktivne celice so žive, vendar ni 
nujno, da so sposobne reprodukcije. To je ena od slabosti metabolnih testov v primerjavi s 
testom klonogenosti za določanje preživetja celic. Prednosti testa metabolne aktivnosti so, 
da je v primerjavi s testom klonogenosti metoda hitrejša, cenejša, za izvedbo je potrebnega 
manj časa in istočasno lahko testiramo več različnih celičnih linij ali kemikalij. Metabolno 
aktivne celice so tiste celice, ki so preživele v danih razmerah, vendar ne moremo sklepati o 
njihovi reprodukcijski sposobnosti. Če test metabolne aktivnosti celic izvedemo po daljšem 
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času po izpostavitvi sevanju ali drugim potencialno citotoksičnim snovem, lahko sklepamo, 
da je delež metabolno aktivnih celic po daljšem času primerljiv z deležem reproduktivno 
sposobnih celic. Kljub vsemu so testi določanja metabolne aktivnosti celic primerna 
alternativna metoda za določanje učinka citotoksičnosti različnih dejavnikov (Kawada, 
2002).   
 
Delež metabolno aktivnih celic smo izmerili s pomočjo reagenta Presto Blue. Reagent 
Presto Blue je temno modro obarvana raztopina resazurina, ki deluje kot indikator metabolne 
aktivnosti celic. Resazurin je permeabilen, v celico lahko prosto prehaja skozi celično 
membrano. Mitohondrijski encimi metabolno aktivnih celic reducirajo nefluorescenten 
temno moder resazurin v fluorescenten rdeč resorufin. Pretvorba iz nefluorescentne v 
fluorescentno obliko je sorazmerna s številom metabolno aktivnih celic. Na tak način lahko 
kvantitativno izmerimo delež metabolno aktivnih celic na osnovi fluorescence (sprememba 
fluorescence) ali absorbance (sprememba barve), pri čemer je merjenje absorbance manj 
občutljiva metoda kot merjenje fluorescence (Kuete in sod., 2017).  
5.2.2.1 HPV-pozitivna celična linija SCC090 in HPV-negativna celična linija Detroit 562 
sta enako občutljivi na ionizirajoče sevanje  
S testom metabolne aktivnosti smo primerjali učinek ionizirajočega sevanja na HPV-
negativno celično linijo Detroit 562 in HPV-pozitivno celično linijo SCC090.  
 
Krivulja odvisnosti deleža metabolno aktivnih celic in doze ionizirajočega sevanja poteka 
padajoče. Metabolna aktivnost celic celične linije SCC090 in Detroit 562 se je v primerjavi 
s kontrolnimi neobsevanimi celicami statistično značilno zmanjšala. Krivulja naših 
rezultatov se ujema z matematičnim linearno-kvadratnim modelom (R2 = 0,99). Kljub temu, 
da merjenje metabolne aktivnosti, ne odraža najboljše preživetja celic, sploh v našem 
primeru, ko imajo celice zelo dolg podvojitven čas, smo vseeno izračunali krivulje preživetja 
z matematičnim linearno-kvadratnim modelom. Razmerje α/β za celično linijo SCC090 je 
21,90 Gy, za celično linijo Detroit 562 pa 13,74 Gy. Razmerje α/β je visoko, kar pomeni, da 
je celic, ki so uspešno popravile poškodbe DNA ionizirajočega sevanja manj v primerjavi s 
celicami, ki pri popravljanju poškodb niso bile uspešne. Odziv celic na obsevanje je bil hiter. 
Celični liniji sta podobno radiosenzitivni, saj sta razmerji α/β podobni. Razmerje α/β pri testu 
klonogenosti je za isto celično linijo nižje, kot pri testu metabolne aktivnosti. Različni 
vrednosti razmerja α/β med testom klonogenosti in metabolne aktivnosti sta posledica razlik 
v načinu testiranja. Pri testu klonogenosti smo določali delež klonogenih celic in ne umrlih 
celic. Pri testu metabolne aktivnosti pa smo določali delež celic, ki so ohranile metabolno 
aktivnost in v našem primeru še niso začele umirati (predvsem linija SCC090), ker je njihov 
podvojitveni čas 52 ur.  
 
Obe celični liniji sta se statistično značilno enako odzvali na obsevanje (p > 0,05). Na doze 
obsevanja med 0 in 6 Gy sta celični liniji Detroit 562 in SCC090 statistično značilno (p > 
0,05) enako radioobčutljivi, kar se ni ujemalo z našimi pričakovanji. Postavili smo namreč 
hipotezo na osnovi podatkov iz literature, da bo HPV-pozitivna celična linija SCC090 bolj 
občutljiva na ionizirajoče sevanje kot HPV-negativna celična linija Detroit 562.  
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Nagel in sod. (2013) so objavili podobne rezultate. V raziskavi so pokazali, da so HPV-
pozitivne celične linije enako radioobčutljive kot HPV-negativne celične linije. Delali so s 
4 HPV-pozitivnimi celičnimi linijami, ena izmed njih je bila SCC090, in 14 HPV-
negativnimi celičnimi linijami. Občutljivost na ionizirajoče sevanje so prav tako določali s 
testom metabolne aktivnosti, saj nekatere celične linije niso imele sposobnosti tvorbe 
kolonij. Celična linija SCC090 se je v raziskavi izkazala za bolj radiorezistentno kot v naši 
raziskavi. Delež metabolno aktivnih celic je bil po obsevanju s 4 Gy ionizirajočega sevanja 
okoli 80 %, medtem ko je bil v naši raziskavi pri enaki dozi delež metabolno aktivnih celic 
54 % (Nagel in sod., 2013).  
 
Večina raziskav, pri katerih so primerjali radioobčutljivost HPV-pozitivnih in HPV-
negativnih celičnih linij, je pokazala, da so HPV-pozitivne celične linije bolj radioobčutljive 
od HPV-negativnih (Arenz in sod., 2014, Kimple in sod., 2013, Prevc in sod., 2018). Vse 
navedene raziskave so temeljile na testu klonogenosti. 
 
Razlog za enako radioobčutljivost HPV-pozitivne in HPV-negativne celične linije v naši 
raziskavi je lahko dejstvo, da so znotraj skupin HPV-pozitivnih celičnih linij in HPV-
negativnih celičnih linij posamezne celične linije različno radioobčutljive in se lahko krivulje 
preživetja HPV-pozitivnih celičnih linij z nizko radioobčutljivostjo prekrivajo s krivuljami 
preživetja HPV-negativnih celičnih linij z visoko radioobčutljivostjo. Prva možna razlaga za 
primerljivo radioobčutljivost HPV-pozitivne celične linije SCC090 s HPV-negativno 
celično linijo Detroit 562 je večja radioobčutljivost celične linije Detroit 562 ali večja 
radiorezistenca celične linije SCC090. Mirghani in sod. (2015) so visoko variabilnost 
rezultatov in vitro raziskav utemeljili z razlago, da je razpon radioobčutljivosti celičnih linij 
raka glave in vratu širok, saj se znotraj skupine HPV-pozitivnih in znotraj skupine HPV-
negativnih celičnih linij radiosenzitivnost lahko razlikuje (Mirghani in sod., 2015). Druga 
možna razlaga je, da so razlike v radioobčutljivosti izbranih celičnih linij manj izrazite zaradi 
metodologije. S testom metabolne aktivnosti smo po 3 dneh določili delež metabolno 
aktivnih celic, ne pa deleža reprodukcijsko sposobnih celic, kot bi lahko določili s testom 
klonogenosti. Poleg tega smo s poskusom primerjali le dve celični liniji. Za potrditev 
radioobčutljivost izbranih celičnih linij glede na status HPV v primerjavi z drugimi celičnimi 
linijami z enakim statusom HPV, bi morali v raziskavo vključiti več celičnih linij. 
 
Postavljene hipoteze nismo potrdili. HPV-pozitivna celična linija SCC090 ni bila bolj 
radioobčutljiva kot HPV-negativna celična linija Detroit 562. Celični liniji SCC090 in 
Detroit 562 se pri danih pogojih v radioobčutljivosti nista statistično značilno (p > 0,05) 
razlikovali.  
5.3 OBČUTLJIVOST HPV-POZITIVNE CELIČNE LINIJE SCC090 IN HPV-
NEGATIVNE CELIČNE LINIJE Detroit 562 NA IZBRANE KEMOTERAPEVTIKE  
5.3.1 HPV-pozitivna celična linija SCC090 in HPV-negativna celična linija Detroit 
562 sta enako občutljivi na izpostavitev različnim koncentracijam cisplatina  
Cisplatin je kemoterapevtik, ki se v kombinaciji z lokalno radioterapijo pri zdravljenju 
bolnikov raka glave in vratu najpogosteje uporablja. Tak način zdravljenja vodi v ozdravitev 
približno pri 50 % pacientov (Martens-de Kemp in sod., 2013). Smrt rakavih celic povzroči 
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s poškodbami DNA, inhibicijo sinteze DNA in mitoze ter sproži apoptozo (Dasari in 
Tchounwou, 2014). Cisplatin je zelo toksičen kemoterapevtik, predvsem je nevrooksičen in 
nefrotoksičen, in zato ni primeren za zdravljenje bolnikov, ki imajo težave z ledvicami. 
Zaradi pomembnosti cisplatina pri zdravljenju HPV-pozitivnega raka glave in vratu smo 
želeli občutljivost na cisplatin preveriti tudi na izbranih celičnih linijah. 
 
Krivulja odvisnosti deleža metabolno aktivnih celic in koncentracije cisplatina je bila 
padajoča. Učinek cisplatina je statistično značilno (p < 0,05) znižal delež metabolno aktivnih 
celic celične linije SCC090. Delež metabolno aktivnih celic celične linije Detroit 562 se pri 
izpostavitvi najnižji koncentraciji cisplatina (0,83 μM) ni statistično značilno (p > 0,05) 
znižal. To nakazuje, da je HPV-pozitivna celična linija SCC090 bolj občutljiva kot HPV-
negativna celična linija Detroit 562 na nižje koncentracije cisplatina. Pri višjih 
koncentracijah se je statistično značilno (p < 0,05) znižala tudi metabolna aktivnost HPV-
negativne celične linije Detroit 562.  
 
Med stopnjo odziva HPV-pozitivne celične linije SCC090 in HPV-negativne celične linije 
Detroit 562 ni bilo statistično značilne (p > 0,05) razlike. V raziskavi smo pokazali, da sta 
celični liniji SCC090 in Detroit 562 enako občutljivi na cisplatin pri koncentracijah med 0 
in 10 μM. Rezultat ni v skladu z našo hipotezo, kjer smo predvidevali, da bo HPV-pozitivna 
celična linija SCC090 bolj občutljiva na cisplatin kot HPV-negativna celična linija Detroit 
562. 
 
V literaturi poročajo o različnih odzivih HPV-pozitivnih in HPV-negativnih celičnih linij na 
izpostavitev cisplatinu. Busch in sod. (2016) so pokazali podobno občutljivost HPV-
pozitivnih in HPV-negativnih celičnih linij na cisplatin. Poročali so o veliki variabilnosti v 
občutljivosti različnih celičnih linij in izpostavili problem, da je HPV-pozitivnih celičnih 
linij raka glave in vratu malo in bi bilo za natančnejše sklepe o občutljivosti na cisplatin v 
raziskave potrebno vključiti večje število celičnih linij. Njihov pristop se je razlikoval od 
našega. Celice so izpostavljali nižjim koncentracijam cisplatina (0-3 μM) in ga pustili 
učinkovati dlje časa (2-6 tednov, odvisno od podvojevalnega časa celične linije), cisplatin 
so nato odstranili in inkubirali celice v svežem gojišču. Občutljivost celic so preverjali s 
testom klonogenosti. Med HPV-pozitivnimi celičnimi linijami so uporabili tudi celično 
linijo SCC090, za katero so poročali, da tvori kolonije počasi. Zaradi različne metode dela 
njihove rezultate o občutljivosti celične linije SCC090 težje primerjamo z našimi (Busch in 
sod., 2016). Nagel in sod. (2013) so pokazali, da so HPV-pozitivne celične linije bolj 
rezistentne na cisplatin kot HPV-negativne. Prav tako so uporabili test metabolne aktivnosti 
na osnovi pretvorbe resazurina. Ena izmed HPV-pozitivnih celičnih linij, ki so jih uporabili, 
je bila SCC090, za katero so v študiji pokazali, da je ena izmed bolj rezistentnih celičnih 
linij na cisplatin (IC50 je bila 6,7 μM) (Nagel in sod., 2013). Drugih podatkov o spremembah 
metabolne aktivnosti celične linije SCC090 ob večanju koncentracije cisplatina niso 
navajali. Spanos in sod. (2009) so določali občutljivost dveh HPV-pozitivnih in treh HPV-
negativnih celičnih linij na cisplatin. Njihova raziskava je pokazala, da ni razlike v 
občutljivosti med HPV-pozitivnimi in HPV-negativnimi celičnimi linijami. Podatkov o EC50 
za celične linije v članku niso navedli. Po drugi strani pa so Ziemann in sod. (2015) poročali 
o večji občutljivosti HPV–pozitivnih celičnih linij na cisplatin v primerjavi s HPV-
negativnimi celičnimi linijami. V raziskavi so učinek cisplatina preučevali s testom 
klonogenosti in niso uporabili celične linije SCC090. Fukusumi in sod. (2017) so prav tako 
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raziskovali občutljivost HPV-pozitivnih in HPV-negativnih celičnih linij na cisplatin in 
določili IC50 za celično linijo SCC090, ki je bil 7,9 μM (Fukusumi in sod., 2017). Nagel in 
sod. (2013) in Fukusumi in sod. (2017) so določili podobno vrednost IC50 cisplatina za 
celično linijo SCC090. Nagel in sod. (2013) so izmerili IC50 pri koncentraciji 6,7 μM, 
Fukusumi in sod. (2017) pa pri koncentraciji 7,9 μM. Vrednosti IC50 raziskav sta primerljivi. 
Obe raziskavi sta temeljili na testu metabolne aktivnosti. V magistrski nalogi pa smo izmerili 
vrednost EC50 za cisplatin pri koncentraciji 3,6 μM. Vrednost EC50 je primerljiva, odstopanja 
so lahko posledica razlik v načinu izvajanja testa metabolne aktivnosti (npr., razlike v številu 
nasajenih celic, čas inkubacije s cisplatinom, čas inkubacije z reagentom za test metabolne 
aktivnosti, merjenje fluorescence ali absorbance). 
 
Odstopanja v občutljivosti HPV-pozitivnih in HPV-negativnih na cisplatin v obstoječi 
literaturi so verjetno posledica uporabljenih metod z različno občutljivostjo in različnih 
celičnih linij, ki so jih v raziskavah uporabljali. Različne celične linije raka glave in vratu se 
med sabo razlikujejo po občutljivosti na cisplatin. Ker smo raziskovali občutljivost le dveh 
celičnih linij z različnim statusom HPV ne moremo zagotovo trditi, da se občutljivost na 
cisplatin glede na HPV status ne razlikuje. Pokazali pa smo primerljivo občutljivost celičnih 
linij SCC090 in Detroit 562 na cisplatin. 
 
5.3.2 HPV-pozitivna celična linija SCC090 in HPV-negativna celična linija Detroit 
562 sta enako občutljivi na izpostavitev različnim koncentracijam karboplatina  
Pri radiokemoterapiji se danes večinoma uporablja cisplatin, ki je zelo učinkovit, vendar ima 
močne neželjene stranske učinke. Zato se vedno razvija nove analoge platine, ki bi imeli 
enak učinek kot cisplatin, vendar z blažjimi neželenimi učinki. Skupaj s karboplatinom sta 
v kliniki najpogosteje uporabljena analoga platine pri zdravljenju raka (Ho in sod., 2016). 
Raziskave o uporabi karboplatina, kot alternativni spojini namesto cisplatina, so za 
zdravljenje bolnikov z okvarjenimi ledvicami pomembne. Zato nas je zanimal učinek 
karboplatina na HPV-pozitivno celično linijo SCC090 in HPV-negativno celično linijo 
Detroit 562.  
 
Krivulja odvisnosti deleža metabolno aktivnih celic in koncentracije karboplatina je bila 
padajoča. Delež metabolno aktivnih celic se je z naraščanjem koncentracije karboplatina 
statistično značilno manjšal pri obeh celičnih linijah. Po izpostavivi celic najnižji 
koncentraciji karboplatina (26,9 μM) je bil delež metabolno aktivnih celic celične linije 
SCC090 za 32 % večji v primerjavi z deležem metabolno aktivnih celic celične linije Detroit 
562. Razlika v deležih metabolno aktivnih celic med HPV-pozitivno celično linijo SCC090 
in HPV-negativno celično linijo Detroit 562 za to koncentracijo je statistično značilna (p < 
0,05). Z večanjem koncentracije karboplatina je delež metabolno aktivnih celic celičnih linij 
SCC090 in Detroit 562 statistično značilno enak (p > 0,05). Celična linija SCC090 je torej 
pri nizkih koncentracijah karboplatina manj občutljiva na karboplatin kot celična linija 
Detroit 562. 
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5.3.3 HPV-pozitivna celična linija SCC090 in HPV-negativna celična linija Detroit 
562 sta enako občutljivi na izpostavitev različnim koncentracijam bleomicina  
Bleomicin je antibiotik, ki deluje proti-tumorsko. Selektivno veže in cepi genomsko DNA. 
Za razgradnjo DNA z bleomicinom je potreben aktivni kovinski ion, kot Fe2+ ali Cu+ in 
molekulska oblika kisika (Hecht in sod., 2000). Molekularni kisik, ki je vezan na kovinski 
ion tvori reaktivne kisikove zvrsti. Reaktivne kisikove zvrsti poškodujejo DNA. Če se 
poškodbe DNA ne popravijo, se sprožijo mehanizmi celične smrti (Dorr in sod., 1992). 
Cisplatin in karboplatin sta pomembna kemoterapevtika, ki temeljita na platini. Težava njune 
uporabe je odpornost na kemoterapevtike na osnovi platine (Ho in sod., 2016). Bleomicin ni 
analog platine in je tudi zato zanimiv za raziskave in uporabo v primerih, kjer nastopi 
rezistenca na analoge platine. Zaradi tega nas je zanimal njegov učinek na HPV-pozitivno 
celično linijo SCC090 in HPV-negativno celično linijo Detroit 562. Citotoksičnost 
bleomicina smo preverjali s testom metabolne aktivnosti celic.  
 
Krivulja odvisnosti deleža metabolno aktivnih celic in koncentracije bleomicina je bila 
padajoča. Učinek bleomicina je statistično značilno (p < 0,05) znižal metabolno aktivnost 
celic HPV-pozitivne celične linije SCC090 in HPV-negativne celične linije Detroit 562 že 
pri najnižji koncentraciji. Obe celični liniji sta občutljivi na izpostavitev bleomicinu. Učinek 
bleomicina na HPV-pozitivno celično linijo se ni statistično značilno (p < 0,05) razlikoval 
od učinka na HPV-negativno celično linijo Deroit 562. Potrdili smo, da sta HPV pozitivna 
celična linija SCC090 in HPV-negativna celična linija Detroit 562 enako občutljivi na 
bleomicin. Prevc in sod. (2018) so po izpostavitvi bleomicinu dokazali enak učinek na HPV-
pozitivno celično linijo 2A3 in HPV-negativno celično linijo FaDu (Prevc in sod., 2018).  
5.3.4 Primerjava učinka cisplatina, bleomicina in karboplatina na HPV-pozitivno 
celično linijo SCC090 in HPV-negativno celično linijo Detroit 562 
Kemoterapevtiki cisplatin, karboplatin in bleomicin so imeli različen učinek na izbrani 
celični liniji SCC090 in Detroit 562. Citotoksičnost izbranih kemoterapevtikov smo 
kvantitativno primerjali s primerjavo vrednosti EC50. Cisplatin je imel veliko večji učinek 
na izbrani celični liniji SCC090 in Detroit 562 kot bleomicin in karboplatin. EC50 cisplatina 
je zelo nizka v primerjavi z EC50 bleomicina in karboplatina. To pomeni, da je cisplatin bolj 
citotoksičen in ima večji učinek na omenjeni celični liniji. Večja citotoksičnost cisplatina v 
primerjavi s karboplatinom je v skladu z literaturo (Dasari in sod., 2014).  
 
Bleomicin in karboplatin imata enak učinek na celični liniji SCC090 in Detroit 562. 
Vrednosti EC50 bleomicina in karboplatina pri celičnih linijah SCC090 in Detroit 562 so bile 
statistično značilno (p > 0,05) primerljive. Citotoksični učinek bleomicina in karboplatina 
na HPV-pozitivno celično linijo SCC090 in HPV-negativno celično linijo Detroit 562 je bil 
primerljiv.  
 
HPV-pozitivna celična linija SCC090 in HPV-negativna celična linija Detroit 562 sta bili 
enako občutljivi na vse izbrane kemoterapevtike. Vrednosti EC50 vseh treh izbranih 
kemoterapevtikov so bile pri HPV-pozitivni celični liniji SCC090 in HPV-negativni celični 
liniji Detroit 562 statistično značilno (p > 0,05) enake. EC50 cisplatina za celično linijo 
SCC090 je 3,6 μM, za celično linijo Detroit 562 pa je 3,6 μM. EC50 bleomicina je bila 87,9 
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μM za celično linijo SCC090 in 52,1 μM za celično linijo Detroit 562. EC50 karboplatina je 
bila 62,5 μM za celično linijo SCC090 in 51,4 μM za celično linijo Detroit 562. 
 
Po obsevanju ali izpostavitvi celic kemoterapevtikom bi lahko spremljali poškodbe in 
popravljanje DNA izbranih celičnih linij z metodo γ-H2AX in določili razporeditev celic v 
faze celičnega cikla s pomočjo pretočne citometrije. Poleg tega bi lahko primerjali učinek 
dodatnih kemoterapevtikov (npr. oksaliplatina) na HPV-pozitivno celično linijo SCC090 in 
HPV-negativno celično linijo Detroit 562. HPV-pozitivno celično linijo SCC090 in HPV-
negativno celično linijo Detroit 562 bi lahko opazovali tudi in vivo, na miših.  
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6 SKLEPI 
V magistrski nalogi smo okarakterizirali HPV-pozitivno celično linijo SCC090 in HPV-
negativno celično linijo Detroit 562. Z rastno krivuljo smo primerjali rast celičnih linij. S 
testom klonogenosti in testom metabolne aktivnosti smo določili in primerjali 
radioobčutljivost celičnih linij in občutljivost celičnih linij na kemoterapevtike cisplatin, 
bleomicin in karboplatin. S tem smo dosegli vse cilje magistrske naloge:  
 
 karakterizacija celičnih linij SCC090 in Detroit 562 za raziskave HPV-pozitivnih in 
HPV-negativnih ploščatoceličnih rakov glave in vratu, 
 ugotoviti, ali se občutljivost HPV-pozitivnih rakavih celic žrela na obsevanje in 
kemoterapevtike razlikuje od občutljivosti HPV-negativnih rakavih celic žrela. 
Rezultati magistrske naloge so pokazali, da: 
 HPV-negativna celična linija Detroit 562 raste hitreje od HPV-pozitivne celične 
linije SCC090, 
 ionizirajoče sevanje in kemoterapevtiki cisplatin, bleomicin in karboplatin vplivajo 
na delež metabolno aktivnih celic celičnih linij SCC090 in Detroit 562, ter delež 
klonogenih celic celične linije Detroit 562. Po izpostavitvi je bil delež metabolno 
aktivnih celic oziroma klonogenih celic celičnih linij manjši v primerjavi z 
neizpostavljenimi celicami, 
 sta HPV-pozitivna celična linija SCC090 in HPV-negativna celična linija Detroit 562 
primerljivo občutljivi na ionizirajoče sevanje in na kemoterapevtike cisplain, 
bleomicin in karboplatin. Delež metabolno aktivnih celic se je pri obeh celičnih 
linijah primerljivo zmanjšal, 
 kemoterapevtik cisplatin deluje bolj citotoksično na celični liniji v primerjavi s 
kemoterapevtikoma bleomicinom in karboplatinom. Cisplatin je delež metabolno 
aktivnih celic HPV-pozitivne celične linije SCC090 in HPV-negativne celične linije 
Detroit 562 zmanjšal pri nižjih koncentracijah v primerjavi s kemoterapevtikoma 
bleomicinom in karboplatinom, 
 kemoterapevtika bleomicin in karboplatin delujeta na celični liniji primerljivo 
citotoksično. Delež metabolno aktivnih celic HPV-pozitivne celične linije SCC090 
in HPV-negativne celične linije Detroit 562, sta zmanjšala pri primerljivih 
koncentracijah.  
Hipotezo, ki smo jo postavili glede na pričakovane rezultate po pregledu literature, da bo 
HPV-pozitivna celična linija SCC090 bolj občutljiva na izbrane kemoterapevtike kot HPV-
negativna celična linija Detroit 562, smo ovrgli.  
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7 POVZETEK 
HPV je DNA virus, ki okuži tudi keratinocite v žrelu. Z izražanjem virusnih genov, ki 
vplivajo na regulacijo celičnega cikla in popravljalnih sistemov celic, se normalne 
keratinocite lahko preoblikujejo v rakave celice. Bolniki s HPV-pozitivnimi tumorji žrela so 
bolj odzivni na zdravljenje z radiokemoterapijo kot bolniki s HPV-negativnimi tumorji žrela. 
Rezultati in vitro raziskav si še niso popolnoma enotne, vendar večinoma kažejo na večjo 
občutljivost HPV-pozitivnih celic na obsevanje in kemoterapevtike. Pri občutljivosti imajo 
najverjetneje pomembno vlogo intrinzični mehanizmi celic in mikrookolje tumorja. Zaradi 
hudih neželenih učinkov zdravljenja je smiselno zmanjšanje intenzivnosti zdravljenja za 
bolnike s HPV-pozitivnim rakom žrela. To vključuje zmanjšanje doze obsevanja, znižanje 
koncentracije kemoterapije ali zamenjava kemoterapevtikov z manj agresivnimi 
kemoterapevtiki.  
 
V magistrski nalogi nas je zanimala primerjava občutljivosti HPV-pozitivne celične linije 
(SCC090) in HPV-negativne celične linije (Detroit 562) ploščatoceličnega karcinoma žrela 
na ionizirajoče sevanje, ter na izpostavitev kemoterapevtikom cisplatinu, bleomicinu in 
karboplatinu. HPV-pozitivna celična linija SCC090 in HPV-negativna celična linija Detroit 
562 sta nova celična modela v laboratoriju na oddelku za eksperimentalno onkologijo na 
Onkološkem inštitutu v Ljubljani. Celični liniji smo vrednotili z določitvijo rastne krivulje, 
testom klonogenosti in testom metabolne aktivnosti. Na podlagi rezultatov smo zaključili, 
da sta HPV-pozitivna celična linija SCC090 in HPV-negativna celična linija Detroit 562 
primerljivo radiobčutljivi in primerljivo občutljivi na kemoterapevtike cisplatin, bleomicin 
in karboplatin. 
 
Za natančnejše vrednotenje in primerjavo HPV-pozitivne (SCC090) in HPV-negativne 
(Detroit 562) celične linije, bi bile potrebne nadaljne raziskave in vitro in in vivo.  
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